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Yapilan bu calisma ile Cukurova Bolgesinde F.graminearum ve F.culmorum’un varligim
mikolojik ve molekiiler yontemlerle belirlemek ve bolgemizde yetistirilen Adana 99, Seri 82, ve Geng
99 bugday (Triticum aestivum L.) ¢esitlerinin embriyogenik kalluslar1 kullanilarak, in vitro seleksiyon
ile Bugday Basak Yanikligi Hastaligi’na kars1 dayanikli bitkiler elde etme olanaklari arastirilmistir.

Survey calismalari sonucunda bdlgemizde yetistirilen bugday cesitlerinde Bugday Basak
Yanikligi Hastaligi’na neden olan F.graminearum ve F. culmorum‘un varligi belirlenmis ve bdlgede
F.graminieaum izolatlarinin bugday ekim alanlarinda daha yaygin oldugu gézlenmistir.

In vitro seleksiyonda kullanilan bugday cesitlerinin olgunlagsmamis embriyolar1 ve
olgunlagmamis bugday taneleri ile olgun embriyolar, embriyogenik kallus elde etmek amaciyla 2,4-D
iceren MS ortami iizerinde kiiltiire alinmigtir. Yapilan gozlemler sonucunda kallus olusum oranlari
olgunlasmamis embriyolarda % 45-92, olgunlasmamis tanelerde kallus olusumu % 0-21, olgun
embriyolarda ise bu oran %57-70 arasinda degisim gostermistir. In vitro seleksiyonda embriyogenik
kalluslar farkli konsantrasyonlarda Fusarium kiiltiir filtrat1 ve fusarik asit igeren ortamlar iizerinde 4
hafta siire ile kiiltiire alinmis ve seleksiyon i¢in en uygun kiiltiir filtrat1 konsantrasyonun %30, fusarik
asit konsantrasyonunun 0,30 mM oldugu tespit edilmistir. In vitro’da dort ay boyunca %30 kiiltiir
filtratt ve 0,30 mM fusarik asit igeren ortamlar iizerinde gelisim goOsteren kalluslardan bitki
regenerasyonu gergeklestirilmis, fakat tohum elde edilememistir.

Seleksiyon sonucu kalluslardan regenere olan bitkilerin genetik farkliliklarini belirlemek igin
RAPD-PCR (6 primer) molekiiler analizi yapilmistir. Kullanilan 6 primerden 3 tanesinde PCR {iriinii
elde edilmis, fakat polimorfizm gézlenememistir.F.graminearum ve F.culmorum izolatlarinin genetik
yakinliklart RAPD-PCR ile belirlenmistir. Kulanilan 10 primerden OPU-17, F.culmorum izolatlariyla,
OPU-19 ve OPU-17 primerleri F.graminearum izolatlariyla yapilan RAPD analizi sonucunda
amplifikasyon gergeklesmemistir. F.culmorum ile primerlerin RAPD-PCR ile amplifikasyon
sonucunda 27 band da, F.graminearum ile primerlerin amplifikasyonu sonucunda elde edilen 9 band
da polimorfizm gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bugday Basak Yanikligi, Fusarium spp. In vitro seleksiyon, kiiltiir filtrati,
fusarik asit, RAPD-PCR
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In this study it has been investigated to identify of F.graminiarum and F.culmorum based on
mycological and molecular analysis in Cukurova region and selection of resistance to wheat head
blight used embriogenic calli of three genotypes of wheat (Triticum aestivum L.) Adana 99, Seri 82
and Geng 99.

Wheat head blight caused F.graminearum and F.culmorum were identified on wheat fields
and F.graminearum was the most widely distributed species in Cukurova region.

Immature and mature embrio and immature seeds of wheat varieties used in vitro selection
were cultured on MS medium containing 2,4-D to initiate embriogenic calli The frequency of callus
induction was 45-92% from immature embrio, 0-21% from immature seeds, and 57-70% from mature
embrio. The wheat varieties calli were cultured on modified MS medium containing different
concentration of Fusarium culture filtrate and fusaric acid for 4 weeks and the best selective effect was
obtained at concentration of 30% culture filtrate and 0,30 mM fusaric acid

Developed calli which were cultured on MS medium containing 30% culture filtrate and 0,30
mM fusaric acid for 4 months were regenerated plants but did not produce seeds.

Genetic variation of plants regenerated from surviving calli in spite of culture filtrate and
fusaric acid was investigated using RAPD-PCR (6 primers) analysis. 3 of the 6 primers resulted with
amplification product but none of them were polymorphic. Genetic distances of F.graminearum and
F.culmorum isolates were determined by RAPD-PCR (10 primers). One primer (OPU-17) with
F.culmorum, two primers (OPU-19 and OPU-17) with F.graminearum did not react. Amplification
products have given 27 polymorphic bands for F.culmorum and 9 bands for F.graminearum.

Key words: Wheat head blight, Fusarium spp, In vitro selection, culture filtrate, fusaric acid, RAPD-
PCR
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1.GIRIS S.Evrim ARICI

1. GIRIS

Fusarium culmorum (W.G. Smith Sacc.) ve Fusarium graminearum
(Schwabe)’un neden oldugu Bugday Basak Yanikligi Hastaligi diinyanin pek ¢ok
yerinde ve iilkemizde bugday tarimi yapilan alanlarda iiriin kalitesini bozarak verimi
olumsuz yonde etkileyen ekonomik Oneme sahip hastaliklardan birisidir. Bugday
Bagak Yaniklig1 Hastaligi, bugday ve diger tahil iiriinlerinde ABD’nin orta kisminda
1993 yilinda 1 milyar dolarlik zarara neden olurken, 1993-2001 yillar1 arasinda
ABD’nin toplam ekonomik kaybi sadece bu hastalik nedeniyle yaklasik 8 milyar
dolar olmustur (Nganje ve ark., 2004). Diinyada bu hastalik daha ¢ok dogu ve bati
Avrupa, Rusya, Cin, Brezilya, Kuzey Amerika, Gliney Amerika ve Asya’nin énemli
bugday iiretim alanlarinda goriilmektedir.

Tiirkiye yi1lda 16-21 milyon ton bugday iiretimiyle diinyada en fazla bugday
yetistiriciligi yapilan 10 iilke arasinda yer almaktadir (Braun ve ark., 2001).
Ulkemizde de Bugday Basak Yaniklig1 Hastaligi bugday tarlalarinda rapor edilmistir.
Orta Anadolu Bolgesinde F. graminearum, F. culmorum ve Bipolaris sorokiniana 12
bugday ¢esidinde %24 oraninda {iriin kaybina neden olmustur (Hekimhan ve ark.,
2004). Ankara ili bugday ekim alanlarinda, F. culmorum, F. graminierum, F.
acuminatum, F. heteropsporium tiirleri tespit edilirken (Murat-Cavuscuoglu ve
Hancioglu, 1995), Sakarya yoresinde F. graminierum, F. moniliforme, F. culmorum,
F. sporodotricoides, F. triticana, F. heterosporium ve F. avenacearum’un bugday
basak yanikligina neden oldugu ve en yaygin sekilde F. graminierum’un gorildigi
belirtilmistir (Aktas ve Tunali, 1993; Anonymus, 2001). Konya ve ¢evresinde 1993-
1998 yillar arasinda F. culmorum yogun bir sekilde saptanmig ve 2000-2001 yilari
arasinda Konya ilinde Fusarium bagsak yanikligindan dolayr meydana gelen iiriin
kaybimmin %31 oraninda oldugu bildirilmistir (Anonymus, 2001). Aktas ve ark.,
(1996) Marmara Bolgesinde F. graminearum’un F. culmorum’dan daha yogun
olarak goriildiglnii ve Tiirkiye’nin kuzey Anadolu boélgesinde Bugday Basak
Yaniklig1 Hastaligi’nin epidemiye neden oldugunu rapor etmislerdir. Orta Anadolu
Bolgesi’nde ise F. culmorum F. graminearum’a gore daha yaygin olarak gorilmistiir
(Aktas ve ark., 1999). Adana ve cevresinde 2001-2002 yillarinda 282.494 hektar
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alanda bugday ekimi yapilmis ve tim c¢esitlerde oOzellikle Kadirli, Kozan ve
Imamoglu ilcelerinde bugdayda F. culmorum ve F. graminearum yogun bir sekilde
saptanmustir. Ticari bugday cesitleri arasinda bu hastaliga kars1 dayanikli cesitler
bulunmamaktadir. Bu nedenle bu hastaligin Oniimiizdeki yillarda bugday
yetistiriciliginde 6nemli sorunlar olusturabilecegi diisiiniilmektedir (Anonymus,
2002).

Bugday Basak Yaniklig1 Hastalig1 diinyanin pek ¢ok yerinde nemli kosullarda
tahillarin cigceklenme ve tane dolum donemlerinde goriilmektedir. Patojen bugdayi
dollenme esnasinda veya dollenmeden kisa bir siire sonra enfekte etmektedir.
Akinsanmi ve ark. (2004), F. graminearum’un tarla kosullarinda %14 oraninda
bugday basaklarini hastalandirdigini rapor etmistir. Etmen tohumla tagiabilmekte ve
ekim nobeti uygulanmayan yerlerde ozellikle ¢igeklenme doneminden sonra agiri
yagisin olmast durumunda 6nemli verim kayiplarina neden olmaktadir (Anonymus,
2002). Bugday Basak Yanikligi Hastaligi’na neden olan funguslar tarafindan
enfekteli taneler kiiclik ve burusuk olmakta, bu taneler enfeksiyon nedeniyle
¢imlenme giiclerini kaybetmektedirler. Enfekteli taneler lizerinde gelisen funguslar,
sekonder metobolitlerden olan mikotoksinleri iiretirler (Bahrii ve Shaner, 1994).
Mikotoksin iireten funguslar, ¢evrede yaygin olarak bulunur ve kiiltiir bitkilerinin
gelisme donemlerinde, tasinma ve depolanma sirasinda tarimsal {riinlere bulasir.
Uygun kosullar bulundugu taktirde mikotoksin tiretimi gerceklesir. Fusarium tiirleri
tarafindan en yaygin olarak iiretilen toksinler; Trichothecene (Deoxynivalenol,
Nivalenol, T -2 Toxin, HT -2 Toxin, Diacetoxyscirpenol), Zearalenon, Fumonisine
ve Moniliformin'dir. F. culmorum ve F. graminearum insan ve hayvan saglhigi igin
oldukga tehlikeli olan DON (deoxynivalenol) toksini iiretmektedirler (Bruins ve ark.,
1993, Harris, 1999). Bu toksinler canlilarda bagisiklik ve sinir sistemini olumsuz
yonde etkiler, karaciger ve bobrek hastaliklarina, kas spazmi ve kusmaya, kansere
hatta 6liimlere dahi neden olurlar. Yiiksek oranda toksin igeren tanclerle beslenen
hayvanlar yavru atar. Toksinler depolanmus {iriinlerde yillarca bozulmadan kalabilen
metobolitlerdir. Boyle bulasik tanelerden yapilan ekmegin ise zehirlenmelere yol
actig1r saptanmistir (Walker, 2001). Tanelerde maksimum kabul edilebilen DON
miktar1 ise 0,5-2 mg/kg oranindadir (Bai ve ark., 2001).
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Diinyada Fusarium Basak Yanikli§i Hastaligi’n1 kontrol altina almak, toksin
liretimini azaltmak icin ¢esitli calismalar yiiriitiilmektedir (Badea ve ark., 1997; Yang
ve ark., 1998; Miedaner ve ark., 2001; Buerstmayr ve ark., 2002; Mesterhazy ve ark.,
2005). Alinan Onlemlerle hastaligin yayilmasi kismen engellenmeye calisilsa da
glinlimiizde hastaligin verecegi zarar1 azaltmak i¢in uygulanan kiiltiirel ve kimyasal
miicadele yontemleri ile hastalik etmeni Fusarium tiirleri tarafindan {iretilen
toksinleri Onlemek miimkiin olamamaktadir. Hastaligin bitkiyi topraktan
enfeksiyonunu  engellemek i¢in dogrudan kimyasal miicadele yOntemi
bilinmemektedir. Tohum ilaglamasi ile fungusun tohumla taginmasi énlenebilmekte,
ancak topraktan gelecek inokulum oOnlenememektedir. Ozellikle Bugday Basak
Yanikligi Hastaligi’'na karst fungisitler kullanarak miicadele etmek bugdayda
basaklanma ve ¢igeklenmenin ayn1 donemde olmamasindan dolay1 oldukg¢a zor ve
cok pratik degildir (Wilcoxson ve ark., 1992). Ayrica kimyasal miicadelede yapilan
yanligliklar, bunun sonucu olarak ortaya cikan cevre kirligi, dayaniklilik, dogal
dengenin bozulmasi, insan ve hayvan sagligina olumsuz etkiler gibi, son giinlerde
insanligin en giincel sorunlar1 arasinda yer alan olumsuzluklarin ortaya ¢ikmasina
neden olmustur. Anilan nedenlerden dolay1 bugdayda s6zkonusu hastaligin bilinen
miicadele yontemleri ile tamamen kontrol altina alinmasi oldukga zor olup en etkin
¢Oziimiin hastaliga dayanikli ¢esit veya c¢esitlerin gelistirilmesi olarak goriilmektedir
(Wilcoxson ve ark., 1992, Anonymus, 2002).

Yapilan caligmalarda dayanikli ¢esitlerde duyarli ¢esitlere gore daha diistik
oranda DON toksin seviyesi tespit edilmistir (Mesterhazy ve ark. (1999). Bu nedenle,
Bugday Basak Yanikli§i Hastalifi’'na karsi dayanikli ¢esitlerin yetistiriciliginin
yapilmasi hem ekolojik hem de ekonomik sorunlarin ¢6ziimiinde yardimci olacaktir.
Bugday Basak Yanikligi Hastaligi’na dayanikli bitkilerde, dayaniklilik genlerinin
varlig1 bilinmesine ragmen, bunlarin klasik 1slah ¢aligmalarinda kullanilmasi oldukca
zor, pahali ve uzun siirmektedir (Goral ve Arseniuk, 1997). Bir¢ok bitki tiirlinde
klasik 1slah yontemlerinin sonu¢ vermedigi durumlarda in vitro doku ve hiicre
kiltiirti tekniklerindeki gelismeler mutasyon ve in vitro seleksiyonla somaklonal
varyasyondan yararlanarak degisik stres faktorlerine (soguk, sicak, kuraklik, toksin,

tuzluluk, herbisit) karst dayaniklt hiicre hatlarinin se¢iminde yeni olanaklar
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saglamistir. Buna bagli olarak son yillarda in vitro seleksiyon teknikleri klasik 1slah
calismalar1 disinda yeni arastirma konularinin ortaya ¢ikmasina da neden olmustur
(Kasem ve ark., 1996; Bai ve ark., 2001). In vitro seleksiyon teknikleriyle dayanikli
bireylerin se¢imi tamamen laboratuvar kosullarinda daha giivenilir ve kisa zamanda
gerceklestirmek miimkiin olmaktadir.

Baz1 fungal patojenlerin tiretmis oldugu mikotoksinler stres faktorii olarak in
vitro veya in vivo‘da kullanilmak suretiyle hastaliga dayanikli bitki veya hiicrelerin
seleksiyonu miimkiin olmaktadir. Bazi1 duyarli hiicreler seleksiyon asamasinda
dayanikli hiicreler tarafindan korunabilmekte ve duyarli olan bu hiicrelerden bitki
regenerasyonu olabilmektedir. In vitro teknikleri bitki regenerasyonu ¢alismalarinda
bu gibi dezavantajlara sahip olsa da, seleksiyon calismalarinda somaklonal ve
epigenetik varyasyonlarin adaptasyonlarini miimkiin hale getirdigi i¢in avantajlara
sahiptir. Patojen faktorii olarak toksinler in vitro’da kullanilmak suretiyle ¢ok kisa
zamanda Fusarium Basak Yaniklig1 Hastaligi’na dayanikli hiicre hatlar1 ve bu hiicre
hatlarindan da hastalifa dayanikli bitkiler elde edilebilmistir (Bruins ve ark., 1993;
Kasem ve ark., 1996; Yang ve ark., 1998).

Yapilan bu ¢alisma ile bugday yetistiriciliginin 6nemli sorunlar1 arasinda yer
alan Bugday Basak Yaniklig1 Hastaligi’na karsi dayanikli veya tolerant yeni c¢esitler
gelistirmek amaciyla bazi bugday ¢esitlerinin embriyogenik kalluslar1 kullanilarak in
vitro seleksiyonla yeni hatlar elde etme olanaklari arastirilmistir. Bu baglamda tarla
kosullarindan izole edilen Fusarium tiir ve izolatlar1 ve in vitro seleksiyon sonucu
elde edilen bitkiler RAPD-PCR yontemiyle molekiiler analizlere tabii tutulmus,
farkliliklar ortaya konulmustur.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Bugday Basak Yamkhg Hastahig ile Tlgili Calismalar

Bugday Basak Yanikligi Hastaligi’na neden olan Fusarium tiirleri Ireta ve
Gilchrist (1994)’in bildirdigine gore ilk olarak 1891 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri’nde (Artur, 1891), daha sonra da 1902 yilinda Japonya’da rapor edilmistir.
Bugday Basak Yaniklig1 Hastaligi nemli, iliman iklim kosullarina sahip bolgelerde
ornegin, kuzey Avrupa, Asya Ozellikle Cin ve Japonya’da epidemi diizeyinde rapor
edilirken, kuzey Afrika kiyilarinda, Amerika Birlesik Devletleri’nin giiney kisminda
ve giiney Kanada’da, giiney Amerika’nin gliney ucunda, 6zellikle Brezilya, Arjantin,
Paraguay ve Uruguay’da (Arthur, 1891; Cullen ve ark., 1982; Gallic, 1989; Kohli,
1989; Saari ve Wilcoxson, 1974; Stack ve Mullen, 1985, Ireta ve Gilchrist, 1994)
tespit edilmistir. Ulkemizde ise Bugday Basak Yanikligi Hastaligi ilk kez 1993 yilinda
belirlenmistir (Aktas ve Tunali, 1993).

Bugday Basak Yanikligi Hastaligi’'na genellikle F. graminearum, F.
culmorum, F. nivale, F. avenecaum neden olmaktadir. Diinyada Fusarium Basak
yanikligi Hastaligi’na daha ¢ok F. graminearum neden olmaktadir. Avrupa’da ise
genellikle bu hastaliga neden olan etmen F. culmorum olarak belirlenmigtir. Sicak
iklim kosullarina sahip bolgelerde F. graminearum gelisirken, serin yerlerde F.
culmorum daha yaygin olarak goriilmektedir (Snidjers, 1989). Bu iki hastalik
etmeninin disinda bazi Fusarium izolatlarinin da bugdayda Bugday Basak Yanikligi
Hastaligi’na neden oldugu saptanmistir (Wang ve Miller, 1988).

Bugday Bagsak Yaniklig1 Hastaligi’na neden olan etmen veya etmenlerin farkli
tipte enfeksiyon yaptigi belirlenmistir. Bu enfeksiyon tipleri; sporodochialarin iiretmis
oldugu makrokonidilerle, perithecium i¢indeki askosporlarla, bitki artiklarinda yada
toprakta canliligini koruyan klamidosporlarla, bugday bitki artiklar1 {izerinde canl
kalan misellerle, bitki artiklarinda yada enfekteli taneler iizerinde bulunan
makrokonidilerle olmaktadir. Hastalik etmenleri tarafindan ilk enfeksiyon askospor
yada makrokonidiler tarafindan ¢igek ve anterler {zerinde olusmaktadir.

Makrokonidiler 16-36°C sicakliklar arasinda olusurken optimum gelisme sicakligi
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32°C, peritheciumlar ise 13-33°C sicaklik arasinda olusurken, optimium gelisme
sicakligr 25-28°C olarak belirlenmigtir. Perithecium ve askosporlarin olusumu igin
ultraviole 1s1nlar1 olduk¢a 6nemli olup, yaklasik bu deger 390 nm olarak saptanmustir.
(Andersen, 1948; Teich ve Nelson, 1984; Reis, 1989).

Makrokonidilerin konukg¢u dokusu iizerinde ¢imlendigi ve enfeksiyon ¢ivisini
olusturdugu, enfeksiyon ¢ivisini olustururken nemli bitki yiizeyine yapistigi, bitkiye
girig yapmadan once kutikula lizerinde kolonize oldugu, stomalardan giris yaptiktan
sonra intracellular olarak ¢ogaldigi, enfeksiyon boyunca bugday yaprak dokusunu
olusturan hiicreler arasinda gelistigi, enfeksiyondan 48 saat sonra stomalarin arasinda
yaprak yiizeyinde makrokonidilerin yogun bir sekilde gelistigi gézlemlenmistir. Bunu
takiben, dokularda gozle goriilebilen bir porsiimenin oldugu tespit edilmistir (Teich ve
Nelson, 1984; Reis, 1989).

Ireta ve Gilchrist (1994)’in bildirdigine gore ilk olarak Andersen (1948),
hastalik etmeninin bugday ¢igeklerini enfekte ettigini ve uygun kosullar bulana kadar
fakiiltatif saprofit olarak yasadiklarini belirlemistir. inokulasyonun gerceklesmesi icin
rlizgar ve yagmura ihtiya¢ oldugunu ve etmenin uygun kosullar1 buldugunda aktif
duruma gegtigini tespit etmistir. Strange ve ark., (1974) bugday anterlerinin amonyum
bilesikleri olan kolin ve betain iirettigini, bu bilesiklerin bugday ¢igeklerinde patojenin
gelismesini tegvik ettigini tespit etmislerdir. Bu bilesiklerin normal kosullarda bugday
bitkisinde bulundugunu, ancak enfeksiyondan sonra konsantrasyonunda artislar
oldugunu saptamisglardir.

Bazi arastirmacilar, etmen tarafindan enfekte edilen bitki dokularmin kisa
zamanda klorofil kaybina ugradigini tespit etmislerdir. Hastalanan ¢igek organlarinin
(0zellikle dis kavuzlar) hafifce koyulasip ve yagimsi bir goriiniim aldigini, pembe
renkte sporlar olustugunu ve yiiksek nem iceren kosullarda ise funguslarin
koyulasarak siyah renge doniistiigli belirlenmistir (Teich ve Nelson, 1984; Reis 1989).

Wilcoxson ve ark. (1992), yaptiklar1 bir aragtirmada biitiin kiigiik taneli
tahillarin bu hastaliktan etkilendigini tespit etmislerdir. Hastalik siddetli oldugunda
%50'den fazla verim kayb1 ile birlikte tane kalitesinde belirgin bir azalma oldugunu
gozlemislerdir. Fusarium tarafindan enfekteli tanelerde burusukluk, protein

miktarinda azalma ve bdylece tane kalitesinde azalmanin oldugunu ortaya
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koymuslardir. Yapilan analizler sonucunda %5'ten fazla hastalikli tane bulunan
iiriinlerin insan ve hayvan sagligina zararl olabilecegini belirlemislerdir.

Arastirma sonucunda Bugday Bagsak Yaniklig1 Hastaligi’na neden olan baslica
etmenlerden F. graminearum Schw (syn. F. roseum Lk. Synd &Hans cv.
graminearum, eseyli donemi; Gibberella zeae (Schw). Petch. Syn. G. roseum f.sp.
cerealis cv. graminearum; G. saubinetti (mont.) Sacc.)) laboratuvar kosullarinda PDA
ortami iizerinde pembeden kahverengiye dogru degisen koyu kirmizimsi bir misel
tabakasi olusturdugu ve 24-26 °C sicaklikta gelisim gosterdigi belirlenmistir. Yapilan
calismalar sonucuna gore; F. graminearum’un kisa lateral fialidler olusturdugu ve
bunlarin 3.5-4.5uX10-14p uzunlugunda oldugu, kiiltiir ortami iizerinde fialidlerin
sprodochia yapilar1 olusturdugu saptanmistir. F. graminearum‘un makrokonidiler
olusturdugu, bunlarin kano seklinde oldugu ve 2.5-5uX35-62u uzunlugunda oldugu
ve makrokonidilerin ayak hiicrelerine sahip oldugu belirlenmistir. Klamidosporlarin
ise hif uglarinda veya ortasinda bulundugu, bunlarin balon seklinde 10-12p
uzunlugunda oldugu, tarla kosullarinda perithecium olusturan ender tlirlerden biri
oldugu ve peritheciumun uzun yillar hastalik etmeninin canli kalmasinda 6nemli bir
rol oynadig: bildirilmistir (Booth, 1977, Gerlach ve Nirenberg, 1982, Nelson ve ark.,
1983).

Chen ve ark. (2000), F. graminearum’un tek spor ve tek askospor
izolasyonunu mikroskobik olarak aragtirmiglardir. Ferric ammonium sulfate-
hematoxylin boyamas: ile farkli ve ayni izolatlar arasinda ayni ¢im borucuklari,
askuslar veya konidporlar arasinda farkli germtiipleri ve askospor ya da
konidiosporlar arasinda hifsel fiizyonu (anastomosis) gozlemislerdir. Cok hiicreli
askospor ve konidiosporlarin her biri tek bir hiicre g¢ekirdegine sahip oldugu ve
bunlarin sadece %2 sinde konidiofor hiicrelerinde iki hiicre ¢ekirdeginin bulundugunu
belirlemiglerdir. Cim borucuklarindan olusan hiicrelerin tamaminin 2-7 (genelde 3-5)
hiicre ¢ekirdegine, hifsel hiicrelerin ise 1-7 (genelde 3 den az) hiicre ¢ekirdegine sahip
oldugunu tespit etmislerdir. Hifsel flizyon kopriisiinde bir veya iki hiicre ¢ekirdegi
gbzlenebildigini, fakat kopriideki tek hiicre ¢ekirdeginin iki hiicre ¢ekirdekli fiizyon

sonucu mu meydana geldigini belirleyemediklerini bildirmislerdir.
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Bugdayda basak yanikligina neden olan etmenlerden F. culmorum (W.G.
Smith), syn: F. roseum laboratuvar kosullarinda 25 °C sicaklikta PDA ortami iizerinde
karmen kirmizisi bir misel tabakasi olusturdugu arastirmalar sonucu tespit edilmistir.
F. culmorum’un monofialidler olusturdugu, bu fialidlerin genellikle 3.5-5umX15-
20um uzunlugunda oldugunu belirlemislerdir. F. culmorum’un sadece makrokonidiler
olusturdugu, bu konidilerin kalin duvarli kisa ventral ve dorsal yiizeyde kivrimlara
sahip oldugu, genellikle bunlarin 5 septali olup 5-7.5X31-50p uzunlugunda oldugu,
olusan makrokonidilerin F. graminearum’un konidilerinde oldugu gibi ayak
hiicrelerine sahip oldugu saptanmistir. Klamidosporlarin genel olarak yaygin olmadigi
ve ¢ogunlukla hiflerin ortasinda bulundugu, klamidosporlarin oval sekilde, tek yada
zincir halinde bulundugu ve 9-12uX10-14p uzunlugunda oldugu belirlenmistir. F.
culmorum’un tarla kosullarinda perithecium olusturup olusturmadiklarinin
bilinmedigi, F. culmorum kdltiir ortami1 iizerinde nispeten stabil olmasina ragmen
mutantlarin olusabilecegi, bu nedenle aragtirmalarda tek spor izolasyonlarinin
yapilmasi gerektigi bildirilmistir (Booth, 1977; Gerlach ve Nirenberg, 1982; Nelson
ve ark., 1983).

2.2 Mikotoksinler

Bazi1 Fusarium tiirleri insan ve hayvanlarda fizyolojk ve farmokolojik zararlara
neden olan sekonder metobolitler iiretirler ki bunlar mikotoksin olarak isimlendirilirler
(Nelson, 1993). Niifus artigiyla ve gereksinim duyulan yiyecek miktarindaki artisla
beraber toksinler biiyiik bir tehlike olusturmaktadir. Mikotoksinler diisiik molekiil
agirligima sahip olup hiicre metabolizmasinda protein sentezini engellerler. Bunun
yanisira mikotoksinler hiicre membranina zarar vererek hiicrenin lizize ugramasina
neden olurlar. Hayvanlarda bulunan alyuvar kan hiicrelerine toksik etki yaparak bu
hiicrelerin zarar gérmesine neden olurlar (Wilcoxson ve ark., 1992, Nelson, 1993).
Zararl olan toksin miktar1 hayvanlara gore degismektedir. Bu toksin grubuna en
duyarli hayvan ise domuzlardir. Toksinler si8ir ve atlarda deri soyulmasina,

domuzlarda kil dokiilmesine neden olurlar. Tavuklarda ise tiiy dokiilmesi gozlenir ve
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bazi hayvanlarda ise yiiksek oranlarda oliimlere rastlanir (Moller, 1973). Toksinler
insanlarda ise mide kanserine neden olmaktadir.

Mikotoksinlerin olusmasinda etkin olan faktorler,

a) Mikotoksin iireten funguslar tarafindan duyarl konuk¢unun enfeksiyonu,

b) Hastaligin gelismesine etki eden ¢evresel faktorler,

¢) Insan ve hayvanlarda zararli metobolizma iiretecek funguslarin yapilari olarak
belirlenmistir (Marasas ve ark., 1988).

Sekonder metobolitler normalde hiicrenin biyokimyasinda ihtiya¢ duyulmaz.
Bunlar tiire 6zgiidiir, 6rnegin F. graminearum DON toksini iiretirken F. moniliforme
fumonisins iiretmektedir. Son yillarda yapilan arastirmalarda Fusarium tiirlerinin
meydan getirdigi toksinler; Zearalenone, Vomitoxin (deoxynivalenol, DON), T-2
toksini, HT-2 toksini, Diacetoxyescirpenol, Ochratoxin Butenolide, Culmorin,
Culmorone,  Deoxysambucinol,  Dihydroxyapotrichotheone, = Sambucinol, 7
Hydroxycalonectrin, Calonectrin, 8 Hydroxycalonectrin, 3 Acetildeoxynivalenol, 15
Acetildeoxynivalenol, Dihydroxycalonectrin, Zearalenone, Fusarin C, Fumonisin,
Deoxynivalenol ve Nivalenol olarak belirlenmis olup, en ¢ok bilinen sekonder
metobolitin trichothecene mikotoksini ve fumonisin oldugu saptanmistir (Gelderblom
ve ark., 1988; Miller, 1986; Trenholm ve ark., 1994; Nelson, 1993). Bu
mikotoksinlerden bazilarimin hala fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemesine ragmen
DON toksininin tek g¢enekli bitkilerde pathogenesisde onemli rol oynadigi ortaya
konulmustur (Bai ve ark., 2001).

F. graminearum ve F. culmorum tiirleri cografik dagilimlarina gore
deoxynivalenol (DON), zeralone yada nivalenol toksini tretmektedirler. F.
graminearum ve F. culmorum’dan elde edilen DON toksini ilk olarak 1950 yillarinda
Japonya’da saptanmustir. Insanlar iizerinde hastaliga neden olan bu toksin F.
graminearum tarafindan iiretilmekte ve vomitoksin olarak da bilinmektedir. Dogal
kosullar altinda patogenik veya heterotallik tiirlerde DON, 15-ADON toksini ve diisiik
oranda zeralon toksini iiretirlerken gelisim oldukca hizli olmaktadir. Patojen olmayan
yada homotallik tiirler ise DON, 15-ADON iiretmemekte, buna karsin yiliksek oranda
zeralone tiiretmektedir. Bu tiirlerin gelisimi ise oldukca yavastir (Wang ve Miller,

1988; Wilcoxson ve ark., 1992). Yapilan calismalarda en az zeralone toksini en ¢ok
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perithecium olusturan fusarium irklarinda goézlenmistir. Bunun nedenin ise yliksek
miktardaki zeralone toksininin perithecium olusumunu engelledigi diisiintilmektedir
(Wang ve Miller, 1988). Insanlarda maksimum alinmasina miisaade edilen DON
toksin miktar1 erginlerde 3 pg/kg cocuklarda ise bu oran 1.5 pg/kg olarak
belirlenmistir (Gilbert ve ark., 2001).

Maier ve Oettler, (1996) iki farkli F. graminearum izolatinin 36 farkli tritikale
cesidi tlizerinde gostermis oldugu patojeniteyi tespit etmek ve DON toksin miktarini
belirlemek amaciyla iki yillikk bir ¢alisma yapmuslardir. F. graminearum
kiiltiirlerinden hazirlanan 3X10° spor/ml yogunlugundaki spor siispansiyonunu sprey
seklinde uygulayarak tritikale basaklarini inokule etmislerdir. Deneme sonucunda
biitiin tritikale cesitleri bugday basak yanikligindan farkli diizeylerde etkilenmislerdir.
Her iki izolatin gesitler lizerinde siddeti farkli olmus ve tane agirligindaki kayiplarin
%25-50 oraninda degistigini tespit etmislerdir. Izolatlarin gesitler iizerindeki etkisinin
tritikale c¢esitleri tlizerinde yildan yila degisiklik gosterdigini belirlemislerdir.
Dayanikli oldugu tespit edilen bes tritikale c¢esidinde yapilan ol¢limler sonucunda
DON toksin miktar1 68 mg/kg olarak belirlemiglerdir. Ayrica inokulasyon igin
kullanilan iki F. graminearum izolatinin in vitro’da iiretmis oldugu DON toksin
tiretimiyle, hastaligin saldirganligi ve tanelerde DON toksin olusumu arasinda
herhangi bir iliskinin olmadigini saptamislardir.

Hart ve Schabenberger (1998), F. graminearum ile enfekteli bugday
basaklarinda 6nemli zararlar olusturan ve sekonder bir metobolit olan DON toksinini
(vomitoksin) tespit etmek amaciyla tesadiifen toplanan bugday tanelerinden toksin
analizi yapmislardir. Her bir 6rnekten alinan 50 gr bugday unundan yapilan analiz
sonuclarina gore analiz yapilan toplam Ornegin %95’inde 1pg/g vomitoksin
saptamiglardir. Alian orneklerin %5-12’sinde ise toksin miktarmi 0.5 pg/g olarak
belirlemislerdir.

Harris, (1999) trichothecene toksini iireten ve liretmeyen F. graminearum
izolatlarinin musir bitkisinde hastalik olusturma derecelerini arastirmistir.  Misir
koganlar1 F. graminearum’un yabani veya trichothecene geninin engellenmesiyle
trichothecene biyosentezini yapamayan transgenik irklari ile, trichothecene iireten

irklar ve rekombinasyon vasitasiyla yeniden trichothecene iireten irklarla inokule
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edilmistir. Misir koganlarinin inokulasyonu ise makrokonidilerden olusan spor
siispansiyonunun misir koganlarina sprey seklinde uygulanmast ve misir kocan
tanelerinin injeksiyonla inokulasyonu seklinde olmustur. Hasat edilen misir koganlari
daha sonra hastalik siddetini, iiriin miktarin1 ve DON toksin miktarini tespit etmek
amaciyla test edilmistir. Ayrica PCR ve ergestrol saptama yontemiyle fungal
biyokiitle test edilmistir. Yapilan denemeler sonucunda toksin iiretmeyen F.
graminearum izolatlarinin musir koganlarinda hastaliga neden oldugu, fakat toksin
tireten 1rklara ve gen rekombinasyonuna ugramis irklara gore viriilensliklerinin daha
az oldugu tespit edilmistir. Her iki inokulasyon metodunun da etkili oldugu, tanelerin
injeksiyonla inokulasyon oranmin %100, sprey seklinde inokulasyonu ise %94
oraninda etkili oldugu belirlenmistir. Trichothecene toksinin misir kog¢anlarinda
protein sentezini engelledigi, bitkinin patojene karsi savunma mekanizmasini baski
altina aldig1 ya da zarar verdigi tespit edilmistir. Sonug¢ olarak trithochene
toksinlerinin musirlarda F. graminearum irkinin viriilensligini arttirdigini tahmin
etmistir.

Bai (1996), 9 bugday ¢esidinin 6 F. graminearum izolatina Kkarsi
reaksiyonlarin1 ve bugday genotiplerinin dayaniklilik derecelerini arastirmistir.
Yapilan arastirmalar sonucunda izolatlarin bugdayr hastalandirma ac¢isindan
farkliliklar gosterdigi ve izolatlarin konukguya 6zgii olmadiklari saptanmustir. In vitro
da yapilan ¢alismalarda ise Fusarium izolatlarinin 8 kez PDA ortami iizerinde alt
kiiltire almmasina ragmen viriilensliklerini ~ kaybetmedikleri  belirlenmistir.
Aragtirmada kullanilan bugday cesitlerinden Ning 7840, Suma, 3, Sumai 49, Fu 5114
genotiplerinin  hastalik etmeni Fusarium tiirlerine karsi dayanikli  olduklar
belirlenmistir. Arastirmada kullanilan funguslarin dayanikli ¢esitlerde inokule edilen
basaktan inokule edilmemis basaklara yayilma orani %20 den daha az olmus, ancak
hastaligin yayilmasinin inokulasyondan 12 giin sonra gergeklestigi saptanmustir.
Duyarli bir ¢esit olan Clark bugday cesidinde ise inokulasyondan 8 giin sonra
hastaligin tiim basaklarda yayildig1 gozlenmistir. Basagin u¢ kisminda olusan ani
solgunlugun duyarl ¢esitlere 6zgii bir belirti oldugu ifade edilmistir.

Dervis (1999), Ohiao eyaletinin (ABD) c¢esitli bolgelerinden elde edilen F.

graminearum izolatlarnin patojeniteleri arasindaki farkliliklari arastirmistir. Bu
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izolatlardan en virlilent olan1 segilerek bazi dayanikliXdayanikli kishk bugday
varyetelerinin Fusarium Basak Yanikligi’na kars1 dayanikliliklarini degerlendirmek
icin yapilan segregasyon calismalarinda kullanilmistir. Patojenite diizeylerinde, aym
bolgeden alinan izolatlar arasinda bile Onemli derecede farkliliklarin oldugu
saptanmistir. Bu calismada, segregasyon yapan hatlar hakkinda bir dizi genelleme
yapilmistir. Ning 7840’1n dayaniklilik i¢in multigen tasidig: tespit edilmistir. Ayrica
Freedom ve Ning 7840’1n dayanikli genlerinden en az bir tanesinin birbirinden farkl
oldugu saptanmigtir. DayanikliXdayanikli melezlerinde gozlemlenen dayaniklilik
seviyesi bugday cesidini Fusarium Basak Yanikligi Hastaligi’na karsi korumada
yeterli gorlinse de, gelecekte daha yiiksek dayaniklilik seviyelerinin ortaya
konulmasinda faydali olacagi belirlenmistir. Daha dayanikli g¢esitler tanimlandikca
bunlarin, daha giincel ama duyarli ¢esitlerle yer degistirebilecegi ileri siiriilmiistir.
Mesterhazy ve ark. (1999), Avrupa’da vyetistirilen farkli dayanmiklilik
derecesine sahip 20 (1990-93) ve 25 (1994-96) bugday ¢esidi, 8 adet F. graminearum
ve 4 adet F. culmorum izolatlar1 kullanarak; enfeksiyon yogunlugunu, izolatlarin
patojenitesini ve bugday genotipine bagli olarak patojen bitki interaksiyonunu
arastirmislardir. Bugday c¢esitlerinde F. graminearum ve F. culmorum izolatlarinin
bugday basaklarindaki enfeksiyon oranini, {iriin kayiplarmmi ve tanelerdeki kalite
farkliligimmi ortaya koymuslardir. Hastalik etmeninin bugday cesitleri {izerinde DON
toksini tiretimi acisindan farkliliklar olusturdugu tespit edilmistir. Bu farkliliklar
bugday ¢esidindeki tolerans mekanizmasi ile agiklanmistir. Tanelerdeki enfeksiyona
kars1 dayaniklilik Fusarium spp’nin bugday basaklarinda yapmis oldugu zararin
azalmasina gore hesaplanmistir. Diislik enfeksiyon gozlenen bugday genotiplerinde,
yiiksek DON toksini miktar1 bulunmus veya aksine bir durum tespit edilmistir.
Calismada kullanilan dayanikli cesitler hastalik etmenine karsi stabil reaksiyon
gosterirken, duyarli ¢esitler c¢ok farkli reaksiyonlar sergilemislerdir. Yapilan
aragtirmalar sonucunda agresif Fusarium spp. izolatlart ile DON toksini {iretimi
arasinda pozitif bir iligki tespit edilmistir. Bu korelasyon Fusarium izolatlarindan
DON, Zeralone ve Nivalenol toksini igeren izolatlarda etkin bir sekilde gozlenmistir.
Trichothecena toksin {iretim kapasitesi artitkca patojenitenin arttigit tahmin

edilmektedir. Alinan sonuca gore, Avrupa’dan elde edilen Fusarium izolatlarindan
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bugday c¢esitlerine spesifik izolatlar tespit edilememistir. Bu durumun tanelerdeki
enfeksiyon, toksin olusumu ve iirlin azalmasi icin de gegerli oldugu ve dayanikliligin
horizontal bir dayanikliligin oldugu belirlenmistir. Sonug olarak c¢esitler arasinda F.
graminearum ve F. culmorum’a kars1 dayaniklilik arasinda bir fark gézlenmemistir.

Evans ve ark. (2000), injeksiyon yontemi ile yapilan bugday basaklarinin
inokulasyonundan 48 saat sonra DON ve A-DON toksinini tespit etmislerdir. Elde
edilen sonuglara gore inokulasyondan sonraki nem ve sicaklik gibi ¢evre faktorlerinin
toksin tiretiminde etkili oldugu tespit edilmistir. Sonugta yapay enfeksiyonlarda ¢evre
faktoriiniin ¢ok 6nemli oldugu sonucuna varilmstir.

Bai ve ark. (2001), tarla ve sera kosullarinda degisik iilkelerden segilen 116
bugday ¢esidini, bitkilerin ¢igeklenme déneminde farkli F. graminearum izolatlarini
karistirarak 1000 spor/ml konsantrasyonundaki bir spor siispansiyonu ile injeksiyon
yontemi kullanilarak inokule etmislerdir. inokule edilen bitkiler 23-25°C sicaklikta
%100 nemli kosullarda 4 giin tutulduktan sonra normal gelisme ortamina alinmis ve
inokulasyondan 21 giin sonra hastalik degerlendirilmeleri yapilmistir. Daha sonra
hastalikli bugday taneleri toplanarak igerdikleri toksin miktarini belirlemek amaciyla
HPLC analizlerine tabii tutulmuslardir. Deneme sonucunda biitiin bugday c¢esitlerinde
bugday basak yanikligi simptomlarmin belirtileri goézlenmis, fakat cesitlerin
reaksiyonlarinda farkliliklar tespit edilmistir. Dayanikli bugday cesitlerinde enfekteli
olan basaklarin oran1 % 5, duyarli olan bugday cesitlerinde ise enfekteli basaklarin
orant %100 olarak tespit edilmistir. Dayanikli ¢esitler daha ¢ok Cin’den secilen
bugday cesitlerinde goriilmiis ve enfekteli basak orani %10°’dan daha az oranda
belirlenmistir. Amerika Birlesik Devletlerinden getirilen bugday cesitlerinde enfekteli
bugday bagaklarinin orani ise %20’den daha az oldugu gozlenmistir. Sera kosullarinda
DON toksin seviyesi ¢esitlere bagli olarak 283 mg/kg oraninda, tarla kosullarinda ise
2.8-52 mg/kg oraninda tespit edilmistir. Sera kosullarinda 16 bugday hattinda DON
toksin miktar1 2 mg/kg ‘dan daha az olarak belirlenmistir. Cogu Cin bugday
cesitlerinde Tip II dayaniklilik tespit edilememis, diisiik oranlarda ise DON toksini
tirettikleri gdzlenmistir. Bugdayda hastalik simptomu, tohum kalitesi ve toksin miktari
arasinda bir korelasyonun varligi tespit edilmistir. Daha az hastaligin gozlendigi

basaklarda ve tanelerde daha az DON toksini belirlenmistir. Sumaii 3 bugday cesidi
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ise Fusarium Basak Yaniklig1 Hastali§i’na kars1 dayanmiklilik gostermis ve az oranda
DON toksini tespit edilmistir. Sonu¢ olara, Sumaii 3 ve bunun tiirevlerinin Bugday
Bagak Yanikligi Hastaligi’na kars1 dayanikli bitki olarak bugday yetistiriciliginde
kullanilabilecegi belirlenmistir.

Gilbert ve ark. (2001), pring ortami iizerinde vegetatif uyum grubu (VCG)
olusturma 6zelligi ¢ok yiiksek olan, ergestrol ve toksin iiretiminde farklilik gdsteren
15 adet F. graminearum izolatinin bugday basaklarin1 hastalandirma derecesini ve
patojenlerin siddetini belirlemek i¢in arastirma yapmislardir. Uygulanan calismada 4
bugday ¢esidi tizerinde iki farkli inokulasyon yontemi (injeksiyon ve sprey yontemi)
uygulanmistir. Sonug olarak biitiin izolatlar injeksiyon metodunda 17.2-39.1 oraninda,
sprey yonteminde ise 39.1-69 oraninda bitkileri hastalandirarak birbirine yakin
viriilenslik gostermislerdir. Bitkilerin inokulasyonunda sprey yonteminin daha etkili
sonug¢ verdigi bildirilmistir. Hastalik yogunlugu, ergestrol iiretimi ve toksin {iretimi
arasinda bir korelasyonun varligi gozlenmemistir. Nitrat kullanan yararli olmayan
mutant; 15 izolat vel4 VCGs igerisinde gruplandirilmistir. Celtik iizerinde biitiin
izolatlar 0.2-249 ppm deoxynivalenol (DON) toksini iiretmislerdir. 15 izolattan 14
tanesi 0.4-44,6 ppm 15-acetyldeoxynivalenol toksini iiretmislerdir. Sonug olarak
Kanada kokenli F. graminearum izolatlarinda bazi Kkarekterlerde cok fazla
varyasyonun oldugu tespit edilmistir.

Miedaner ve ark. (2001), bugday genotipin ve ¢evre faktoriiniin Fusarium
Bagak Yaniklig1 Hastaligi’'na ve DON toksini iiretimine olan etkisini arastirmak
amaciyla yaptiklar1 ¢galismada farkli dayaniklilik derecesine sahip 12 ¢avdar, 8 bugday
ve 6 tritikale ¢esidi, kontrollii ve dogal kosullar olmak {izere iki farkl ¢evre faktorii
kullanmiglardir. Calismada bugday basak yanikligina neden olan F. culmorum izolati
kullanmuglardir. Bitkiler ¢igeklenme donemine geldiklerinde F. culmorum izolatindan
5X10° spor /ml yogunlugunda hazirlanan spor siispansiyonunun bitkilere sprey
seklinde uygulanmasiyla inokulasyon gergeklestirilmistir. Deneme sonucunda basak
yanikligina kars1 8 dayanikli ¢esit ve enfekteli taneler icerisinde DON, 3-DON ve
ergestorol tespit edilmistir. Kontrollii kosullar altinda yapilan calismada bugday
cesitleriyle ¢avdar cesitleri hastalik etmeninden benzer oranda etkilenmisler, fakat

bugday genotiplerinde DON iiretimi ¢cavdardan 2 kat daha fazla olmustur. Tritikale,
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bugday ve cavdara gore hastaliktan daha az etkilenmis, DON toksin {iretimi ¢avdar
bitkisindekine kiyasla biraz daha fazla olmustur. Bugday ve Cavdar Bagak Yanikligi
Hastaligi’na benzer yogunlukta yakalanmis, fakat ¢avdarda tane agirligi hastaliktan
daha az etkilenmis ve tanelerde DON toksin iiretimi bugday bitkisine gore 9 kat daha
az oranda oldugu belirlenmistir. Cavdar ve bugday genotipleri arasinda DON toksin
tiretimi arasinda farkliliklar belirlenmistir. Sonug¢ olarak Basak Yanikligi’nin bitkileri
hastalandirma derecesi ve toksin {iretimi acisindan, genotip ve ¢evrenin Onemli
faktorlerden oldugu tespit edilmistir. Bununla beraber tanelerde toksin iiretiminin
direk c¢evre faktoriiyle iligkisinin olmadigi, ayrica hastalia karst dayanikli
genotiplerde DON toksin liretiminin daha az oldugu vurgulanmstir.

Carter ve ark. (2002), Avrupa, USA ve Nepal’den bugday ve musir
tarlalarindan toplanan 188 F. graminearum izolatinit SCAR yontemi uygulayarak test
etmislerdir. Bunlar 3 farkli genotip olarak (A,B,C) isimlendirilmis, A ve B grubundaki
izolatlar Nepal’den C grubundaki izolatlar ise Avrupa ve Amerika Birlesik
Devletlerinden gelen izolatlart olusturmustur. F. graminearum izolatlarindan
118’inden 42’si RAPD-PCR ile analiz edilmis ve izolatlar analiz sonuglarina gore
gruplandirilmiglardir. Misir ve bugdayda yapilan patojenite testleri sonucunda C
grubundaki izolatlarin A ve B grubundaki izolatlara gére daha agresif oldugu tespit
edilmistir. izolatlar icin uygulanan toksin analizi sonuglarma gore trichothecenes
grubu toksinlerden olan nivalenol (NIV) ve DON toksini tespit edilmigtir. A
grubundaki izolatlar NIV yada DON grubu toksin iiretirken, B grubundakiler genelde
NIV toksini, C grubundakiler ise genellikle DON toksini iiretmislerdir. A grubunda
her iki toksini iireten izolatlar bugdayda esit diizeyde patojenite gosterirken, misirda
ise NIV toksini iireten izolatlar daha az patojenite gostermislerdir. Sonug olarak; F.
graminearum yaygin olarak Fusarium Basak Yanikligi Hastaligi’na neden oldugu ve
her iki konuk¢uda da 6nemli 6l¢iide ekonomik zararlara neden oldugu belirlenmistir.

Langevin ve ark. (2004), tahillarda goriilen Fusarium Basak Yanikligi
Hastaligi’nin, Fusarium izolatlarinin {iretmis oldugu trichothecenes toksini ile
iliskisini arastirmiglardir. Denemede 6 farkli tahil tiirii ve iki farkli F. graminearum
k1 kullanmuslardir. Denemede kullanilan F. graminearum irklarindan birisi

trichothecenes toksini liretirken (Tri+5), digeri ise mutasyona ugratilmis ve toksin
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iiretmemektedir (Tri-5). Inokulasyondan sonra yapilan incelemede trithochecene
tireten 1irkin genel olarak daha agresif oldugu, fakat bunun daha cok kiiltiir bitkisi
cesidine bagl oldugu belirlenmistir. Hastaliga dayanikli bir ¢esit olan ¢avdar ve yulaf
bitkisi tizerinde iki F. graminearum irkinin agresifligi arasinda fark gézlenmemis ve
bu bitkiler hastalifa karsi dayaniklilik reaksiyonu gostermislerdir. Arpa bitkisi s6z
konusu hastaliga kars1 dayanikli olmasina ragmen (2.tip dayaniklilik) inokulasyondan
sonra hastaligin hizla inokule edilmemis basaklara da yayildigi gozlemlemislerdir.
Ekmeklik bugdayin trithocenes toksini iireten Fusarium irkina karsi daha duyarh
olmasina ragmen, toksin iiretmeyen irka karsi olduk¢a dayanikli oldugu saptanmustir.
Tritikalenin her iki irka karsi ekmeklik bugdaylara benzer reaksiyon gosterdigi
belirlenmistir. Makarnalik bugday ¢esitlerinin toksin iireten Fusarium irklarina karsi
olduk¢a duyarli, toksin iiretmeyen irklara karst ise orta derecede dayanikli oldugu
gozlemlenmistir. Sonug olarak, trithothecenes toksini tiretmeyen Fusarium irklarinin,
bugday, cavdar, arpa, tritikale ve cavdar basaklarinda yayilamamasi ile ve makarnalik
bugday basaklarinda hastaligin yayilma siddetinin azalmasinin baglica nedeninin
trithocenes toksininin hastaligin yayilmasi ve gelismesinde major rol oynadigindan
kaynaklanabilecegi ileri stiriilmiistiir.

Mesterhazy ve ark. (2005), 1999-2000 yillarinda 7 Fusarium spp. ve F. nivale
izolatlarin1 kullanarak farkli bugday ¢esitlerinin yukarida belirtilen etmenlere karst
dayanikliligini test etmislerdir. Bunun i¢in bugday bitkileri Fusarium izolatlarindan
hazirlanan  spor siispansiyonlarimin  sprey  seklinde bugday basaklarina
uygulanmasiyla inokule edilmislerdir. Calismada bugday, cesitlerinde Fusarium
Basak Yanikligi Hastali§i’'nin siddeti, hastaliktan zarar goren tanelerin oran,
hastaligin iriin miktarina etkisi ve Fusarium izolatlarinin DON toksin tiretim miktar1
aragtirllmistir. F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceum, F. sporotrichioides, F.
poae, F. verticillioides, F. sambucinum ve M. nivale, izolatlarina kars1 bugday
genotiplerinin benzer dayaniklilik gosterdigi belirlenmistir. Bugday genotipleri ve
Fusarium izolatlar1 arasindaki farkli bir iliski tespit edilememistir. Sadece F.
culmorum ve F.graminiarum izolatlarinin DON toksini iirettigi gézlemlenmistir.
Fusarium Basak Yanikligi Hastaligi’nin siddeti, hastaliktan zarar goren tanelerin

orani, hastaligin liriin miktara etkisi ve Fusarium izolatlarinin DON toksin {iretim
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miktar1 arasinda onemli korelasyonlar gozlenmistir. Bu patojenlere karsi dayanikli
bugday cesitlerinde, duyarl ¢esitlere gore ya hastalik simptomu gézlenmemis yada
cok az simptom gozlenmistir. Dayanikli ¢esitlerde ise DON toksin iiretiminin az
oldugu belirlenmistir. Bunun nedeni olarak dayanikli ¢esitlerde DON toksininin
detokside edildigi ve DON toksin {iretim mekanizmasinin inaktive edildigi

diistinilmistir.

2.3. Bugday Basak Yamikhgr Hastahgr’’na Karsi Miicadele Yontemleri ve
Dayamikhhk

Bugday Basak Yanikligi Hastaligi’na karsi kimyasal, kiiltiirel ve genetik
miicadele yontemleri bilinmektedir.

Bu hastaliga kars1 fungisitler kullanilarak kimyasal miicadele etmek oldukca
zor olmakta ve Ozellikle yagish ekim alanlarinda ekonomik olmamaktadir. Bir ¢ok
tilkede bu hastaliga karsi uygun dayanikli bugday cesitleri bulunmamasi nedeniyle
tireticiler zorunlu olarak fungisit uygulamasi yapmak zorunda kalmaktadirlar.
Ozellikle iiretim seviyesini sabit tutmak igin kisa siireli koruma ydntemi alternatif
yontem olarak goriilmektedir. Piyasada Fusarium Basak Yaniklig1 Hastaligi’n1 kontrol
altina almak i¢in kullanilan kimyasallari daha uygun duruma getirmek amaciyla
kimyasal miicadele yonteminin kontrollii bir sekilde uygun duruma getirilmesi igin
cesitli arastirmalar yapilmaktadir. Yapilan aragtirmalar sonucunda thiabendazole ve
carbendazim uygulanan tohumlardan olusan bitkilerde hastaligin daha az etkili oldugu
ve propiconazole ve prochloroz’in tanelere birlikte uygulanmasi durumunda ¢ok daha
etkin sonuclar alindigi gozlemlenmistir (Netto ve Giordani, 1989, Doohan ve
ark.,1999; Felix D'Mello ve ark., 1998).

Kimyasal kullanilarak Fusarium Bagsak Yaniklig1 Hastaligi’na kars1 her zaman
etkin bir koruma saglamak miimkiin olmadig1 gibi, uygulanmasinda da giicliiklerle
karsilagilmaktadir. Bu nedenle hastaliga karsi dayanikli ¢esit yetistiriciliginin
yapilmasinin yani sira, kiiltiirel onlemler ve saglikli bitki yetistirmek alternatif

yontemler olarak ongdriilmektedir. Bunlarin igerisinde bitki artiklarinin tarladan
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uzaklastirilmasi, ekim nobeti uygulamasi, yabanci otlarla miicadele ve sertifikali
tohum kullanim1 yer almaktadir (Teich ve Nelson, 1984; Reis, 1989).

Bugday Basak Yanikligi Hastaligi’na karsi fungisitler kullanarak miicadele
etmek bugdayda basaklanma ve c¢iceklenmenin ayni donemde olmamasindan dolay1
zor ve ¢ok pratik olmamaktadir. Bu nedenle hastaliga karsi dayamikli c¢esit
yetistiriciliginin yapilmast tek ¢o6ziim yolu olarak goriilmektedir. Bugday Basak
Yanikligr Hastaligi’na karst bazi dayanikli ¢esitler belirlenmesine ragmen bugiine
kadar belirlenen bu genlerin diger bitkilere aktarilmasi miimkiin olamamisgtir. Yapilan
arastirmalar sonucunda Bugday Basak Yaniklig1 Hastaligi’na kars1 3 tip dayanikliligin
varlig1 belirlenmistir (Wilcoxson ve ark., 1992).
1.tip (Penetrasyon dayaniklilig): Bitki ilk enfeksiyona karsi dayaniklidir. Patojen
konukgu dokuyu penetre edemez.
2.tip (Saldir1 dayaniklilig1) Patojen konukcu bitkiyi penetre eder, fakat etmenin hifleri
komsu hiicrelere giris yapamaz ve hastalik bitkide yayilma gosteremez.
3.tip (Biyokimyasal dayaniklilik). Bazi genotipler funguslar tarafindan {iretilen
toksinleri par¢alama yetenegine sahiptirler. Ayrica ¢gogu dayanikli genotipler yiliksek
konsantrasyonlardaki fungal toksinleri tolere edebilirler.

Tarla ve yar1 kontrollii sera kosullarinda Fusarium tiirleri enfeksiyonuna karsi
genetik arastirmalar yapilmistir. Bugday Basak Yamikligi Hastaligi’'na karst
dayaniklilik kalitsal olup bazi genler tarafindan kontrol edildigi ve bu dayanikliligin
nesilden nesile taginmasinin polygenik oldugu bildirilmistir (Wilcoxson, 1992).
Aragtirmacilardan bazilar1 Bugday Basak Yanikligi Hastaligi’nin bazi mindr genler
tarafindan kontrol edilmekte oldugunu ve major etkili genlerin varligi i¢cin bunun
olmasinin gerekliligini belirtmislerdir. Bazi1 arastiricilar ise birka¢ genin Basak
Yanikliligi Hastaligi’na kars1 dayanikliligi kontrol ettigini, diger genlerin ise bunu
muhafaza ettigini isaret etmislerdir (Snidjers, 1990a; Cai ve ark., 2003). Cin ve Japon
arastiricilar dayaniklilikta 3 major ve bazi modifiye olmus mindr genlerin var
oldugunu gdstermislerdir (Snidjers, 1990a; Snidjers, 1990 b; Cai ve ark., 2003).
Bugdayda Fusarium spp.’ye karsi dayaniklilikta etkili mindr genler bilinmesine

ragmen dayanikli bitkiler elde etmek olduk¢a zor olmaktadir.
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Buerstmayr ve ark. (2002), bugday bitkisinin Bugday Basak Yanikligi’na
dayanikli genle baglantili olan DNA markir1 tespit etmek i¢in c¢alismalar
yapmuslardir. Hastaliga dayanikli olan CM-82036 bugday cesidi ile hastaliga duyarh
olan Remus bugday c¢esidinden elde edilen F; nesilleri 2. tip dayaniklilik igin
arastirilmistir. Markir analizi i¢cin AFLP ve SSR analiz yontemleri uygulanmstir.
Analiz sonuclarina goére Bugday Basak Yanikligi Hastalifi’'na dayanikli genin
bulundugu bolge belirlenmistir. 2. Tip dayaniklilik 3B kromozomu iizerinde tespit
edilmistir. Diger QTL bolgesi ise SA ve 1B kromozomlar tizerinde saptanmistir. SA
ve 3B’deki QTL bolgesi SSR markirlarla isaretlenmistir. 1B kromozomunun QTL
glutenin locusu ile baglantili oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak, bugdayda Basak
Yaniklig1 Hastaligi’na dayaniklilik, sayis1 bilinmeyen mindr genlerle birlikte ¢alisan
az sayidaki major QTLs ile kontrol altina alindig1 ortaya konulmustur. Bugdayda
Basak Yanikligi’na karsi dayanikli geni igeren major QTL bdlgesinin belirlenmesi
hastaliga kars1 dayanikli bitki elde edilme olanagim1 hizlandirilacag: ileri
stiriilmiistiir.

Cai ve ark. (2003), hastaliga dayanikli ve duyarli ¢esitlerin melezlenmesi
tizerine yapmis olduklar1 arastirmada bazi kiiltiirlerin Bugday Basak Yanikligi
Hastaligi’na karst dayanikliliginin aktarilan genler tarafindan olusturuldugunu
gbzlemlerken, bazilarinda ise ilave edilmeyen unsurlarin dayaniklilikta daha 6nemli
rol oynadigini belirlemislerdir. Yapilan arastirmalar ve melezlemeler sonucunda
dayanikliligin nesilden nesile aktariminin %28-86 oraninda oldugu tespit edilmistir.
Monozamik analizlerle 8 bugday c¢esidinde yapilan arastirmada farkli kromozomlar
lizerinde Bugday Basak Yanikligi Hastaligi’na dayanikli genler belirlenmistir. Her
bugday cesidinde 9 kromozomdan ikisi tizerinde Bugday Basak Yaniklig1 Hastaligi’na
kars1 dayanikli genlerin bulundugu tespit edilmistir. Yapilan monozamik analizler,
orta dayanmikli bugday cesitleri arasinda yapilan karsilagtirmalar duyarli genlerin
dayanikli genlere gore daha az oldugunu gostermistir. F; bitkilerinde Bugday Basak
Yanikligit Hastaligi'na karst  dayanikliligin - nedeni monozamik analizlere
dayandirilmistir. Ad1 gegen hastaliga karsi dayanikliligin nicel oldugu ve tek bir
bitkide dayanikliligin degisiminin her zaman tekrarlanmayabilecegi belirlenmistir.

Buna ek olarak F, bitkilerde heterozigotlugun Basak Yanikliligi Hastaligi’na karsi
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dayanikliligin degisiminde nasil bir rol iistlendigi tam olarak belirlenememistir.
Yapilan aragtirmalar sonucunda Bugday Basak Yanikligi Hastaligi’na kars1 2.tip
dayanikliligimm var oldugu ortaya konulmustur. Dayaniklilikta ¢ok az sayida major
genin aktif rol oynadigi, s6z konusu hastaliga karst dayanikli oldugu tespit edilen
Sumai 3 bugday c¢esidinde bir major gen ve birka¢ tane mindr genin varligi
kanitlanmistir (Ireta ve Gilchrist, 1994). Fusarium Basak Yanikligi Hastaligi’na
dayaniklilik ile ilgili aragtirmalarda in vitro seleksiyon sonucunda bugdayda Fusarium
tarafindan olusturulan toksinlere karsi dayanikli (trichothecene) genlerin varligi
belirlenmistir. Bu genler; ABC transporter proteinleri, (acting as drug efflux pump),
glutathion S transferaz (trithocene toksinlerini inaktif eder) ve MRP homologlar
(glutathionun birlegsmesinin vakuoller olarak engellenmesi ve toksini inaktif etme
rolu), (MRP homologlar1 glutathionun konjugantlarin vakuoller igerisinde transferini
saglayan) ve RPL 3 (ribosomal protein R3, trithoceneslerin ribosomal hedefi)
genleridir. Buna ilaveten PR proteinleri ve 6zellikle de antifungal proteinlerin rolleri
lizerine aragtirmalar yapilmistir. Bu proteinlerin funguslarin gelismesini direk olarak
engellemedigi, fakat Fusarium tiirlerinin DON toksinini iiretmesini engelledigi

belirlenmistir.

2.4. In vitro Seleksiyon ile Tlgili Cahsmalar

F. graminearum ve F. culmorum ve diger Fusarium tiirlerinin iretmis
olduklar1 DON toksini in vitro‘da Fusarium spp.’ye dayanikli veya tolerant hatlarin
elde edilmesinde kullanilmistir. Yapilan arastirmalar ortam icerisinde sadece DON
toksinin bulunmasi, UV 15181 altinda absorbe edilmeyen diger toksinlerin yok oldugu
anlamina gelmemektedir. Fusarium tiirlerinin 100°den fazla toksin drettigi ve
bunlardan bir ¢ogununun selektif ajan olarak DON toksininden daha iyi sonuglar
verdigi saptanmistir. Fadel ve Wenzel (1993), Fusarium toksinleri iizerine yaptiklari
arastirmalarda DON toksini disindaki toksinleri sellektif ajan olarak kullanmislardir.
Liu ve ark. (1991), ise bugday da in vitro seleksiyon galismasinda DON toksini
kullanarak Fusarium spp’ye kars1 dayanikli yada tolerant bitkiler elde etme basarisini

gosterememistir. In vitro seleksiyon tizerine yapilan arastirmalarda Fusarium kiiltiir
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filtrat1 kullanarak in vitro seleksiyon yapmanin kolay oldugu, ancak bitki
regenerasyonun azliginin bu yontemin olumsuz yonii olarak gdoriilmiistiir. Bununla
beraber dayaniklilikta rol oynayan mindr genlerin belirlendigi genotiplerin iiretiminde
kullanim1 miimkiin olabilmektedir. Anter veya mikrospor kiiltliriiniin kullanimi ile
homozigot, rekombinant ve resesif genlerin bulunabilmesi F. graminearum’a
dayanikli bitkilerin elde edilmesi yeni bir goriisiin ortaya atilmasina neden olmustur.
Toksinler kullanilarak regenere edilen Rj bitkilerinden bazilarinin F. graminearum‘a
kars1 daha dayanikli oldugu belirlenmistir (Wenzel ve Froughi-Wehr, 1990).

Chawla ve Wenzel (1987), Dissa ve W192 arpa c¢esitlerinden elde ettikleri
embriyogenik kalluslar1 bir Fusarium toksini olan fusarik asiti in vitro seleksiyonda
kullanarak Fusarium’a dayanikli bitkiler elde etme olanaklarini arastirmislardir.
Olgunlagmamis arpa embriyolarindan (7-10 giinliik) elde edilen Dissa ¢esidinden 100
kallus, W192 ¢esidinden 50 kallus 0,8mM fusarik asit iceren kallus ortami tizerinde 4
kez altkiiltiire alinmis ve ilk seleksiyon sonucunda kalluslarin %80°ninin 6ldiigi, 4.
kez alt kiiltiire alinan kalluslarin % 8-11"1 fusarik asite kars1 dayaniklilik gostererek
canli kaldigi, bunlardan da bitki regenerasyonunun gergeklestigini gdzlemlemislerdir.
Toksin igermeyen ortam iizerinde kiiltiire alinan dayanikli kalluslar 3 ay boyunca alt
kiiltiire alindiklar1 halde dayanikliliklarii koruduklarini saptamiglardir. Canli kalan
kalluslardan elde edilen bitkilerin yapraklarina uygulanan 0,8 mM fusarik asite karsi
%75 oraninda dayaniklilik gosterdikleri belirlenmistir.

Kasem ve ark., (1991) ¢ift tabaka teknigi kiiltiirii kullanilarak yazlik ve kislik
bugday c¢esitlerinden elde edilen kalluslardan Fusarium’a dayanikli bitkiler elde
etmislerdir. F. graminearum ve F. culmorum PDA ortamina inokule edildikten bir
hafta sonra fungal hiicreler otoklav edilerek 6ldiirlilmiis ve termostabil toksin i¢eren
bu ortam tizerine MS kallus ortami ilave edilmistir. Daha sonra kalluslar bu ortam
tizerinde 4-5 hafta siireyle kiiltiire alinmistir. Canli kalan kallus hiicreleri regenerasyon
ortamlari iizerine aktarilarak kiiltiire alinmistir. Bugday cesitlerinin 4’iinden regenere
edilen R; bitkilerinden sera kosularinda elde edilen R, bitkileri Fusarium’a
dayaniklilik agisindan test edilmis ve R bitkilerinin %3’linlin orjinal hatta (kontrol

bitki) gore hastaliga daha dayanikli oldugu belirlenmistir.
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Lijuan ve ark. (1991), F. graminearum Kkiiltiir filtrati ve mutagen kullanarak
Bugday Basak Yanikligi Hastaligi’na karsi dayanikli bugday kalluslar1 elde etme
olanaklarini arastirmislardir. Arastirmada bazi kalluslar 0, 1, 2.5 g/L F. graminearum
kiiltiir filtrat1 ortam igerisine ilave edilerek bugday kalluslarinin gelisimi gozlenmistir.
Bazi kalluslar ise 6nce 1500 rad ®’Co y-ray uygulandiktan sonra 2 g/L kiiltiir filtrat:
iceren ortam iizerinde kiiltlire alinmistir. Alinan sonuglara gore sadece kiiltiir filtrati
iceren ortam lizerinde gelistirilen ve mutajen uygulanmanus kalluslarda farklilagsma
orant %5.71 olurken mutasyona ugramis kalluslarda farklilasma oraninin ise %12
oldugu tespit edilmistir.

Maier ve Oettler (1992), Fusarium tiirlerinin patojenite ve viriilensliginde
onemli rol oynayan DON toksinini in vitro seleksiyon metodu gelistirerek Bugday
Basak Yanikligi Hastaligi’na dayanikl tritikale bitkileri elde etmeye ¢alismislardir.
Hastaliga kars1 dayanikli oldugu bilinen 4 tritikale ve Frontana bugday cesitlerinden
elde edilen embriyogenik kalluslar farkli konsantrasyonlarda (35, 70, 140, 280, 560
uM) DON toksini iceren MS ortamlari iizerinde kiiltiire alinmiglardir. DON toksininin
kalluslara olan etkisini arastirmak amaciyla, kalluslardaki artis, imaj analizi ve toksin
uygulamasindan sonra regenerasyon orani gibi 3 metod kullanilmistir. Genel olarak
DON toksini konsantrasyonunun artigina bagl olarak tritikale ve bugday kalluslarinin
canliliginda azalma gdzlenmistir. DON toksini konsantrasyonunun 195 pM {izerinde
oldugu durumlarda bugday kalluslar1 canliligin1 kaybetmisglerdir. 17 uM iizerindeki
DON konsantrasyonunun Fusarium spp’ye dayanikli bitki elde etmek i¢in kullanimin
uygun oldugunu belirtmistir. Tritikale tarla kosullarinda Basak Yanikligr Hastaligi’na
dayanikli olmasina ragmen, yliksek DON konsantrasyonu uygulamasinda kalluslarin
gelisimi engellenmistir. Tritikale ¢esitleri Frontana bugday cesidine gore daha fazla
basak yamkligi hastahigina karsi dayamklihk gostermistir. Imaj analizinin bitki
seviyesinde patojene dayanmiklilik ve toksine toleranslik arasinda en iyl uyumu
gosterebilecegi ortaya konulmustur.

Van Asch ve ark. (1992), F. moniliforme’nin {iretmis oldugu Fumosinin Bl
(FB1) toksininin misirdan elde edilen kalluslara karsi fitotoksitesini belirlemek ve
daha onceden adi1 gegen kalluslara kars1 toksik oldugu bilinen moniliformin ve T-2

toksini ile karsilastirmak i¢in arastirmalar yapmislardir. Bunun i¢in kalluslar 0, 0.1, 1,
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10 mg/L toksin igeren MS ortami {izerinde kiiltiire alinmiglardir. FB1 toksini igeren
MS ortamu {izerinde kiiltiire alinan kalluslarin gelisiminin azaldigi ve 1 mg/L ve daha
fazla toksin konsantrasyonu igeren ortam {iizerinde kalluslarin hi¢ gelismedigi tespit
edilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda kalluslarin gelisiminin %350’den fazlasini
engelleyen toksin konsantrasyonlarinin FB1 igin; 13 uM, moniliformin i¢in; 102 uM,
T-2 i¢in ise 215 uM oldugu belirlenmistir.

Bruins ve ark. (1993), 4 farkli bugday ¢esidinin yaprak, koleoptil segmentleri
ve anterlerinden elde edilen kalluslar ve embriyolar1 farkli konsantrasyonlarda
deoxynivalenol (DON) ve 3-acetyldeoxynivalenol (3-DON) toksini i¢eren ortamlar
tizerinde kiiltiire almislardir. DON toksininin biitiin bugday ¢esitlerinden elde edilen
eksplantlarin gelisimini engelledigi tespit edilmistir. Tarla kosullarinda Bugday Basak
Yanikligi Hastaligi’'na dayanikli ve duyarli oldugu tespit edilen c¢esitlere ait
tohumlarin laboratuvar kosullarinda 4.10° M DON toksini iceren ortam iizerinde
cimlendirilmesinde cesitler arasinda farklilik gézlenmemistir. Genel olarak 10° M
DON toksini iceren ortam lizerinde koleoptil segmentlerinin gelisimlerinin azaldigi
belirlenmistir. 10* M DON toksini igeren ortamlarin DON toksinine dayanikli haploid
bugday kalluslarinin se¢imi i¢in uygun bir ortam oldugu belirlenmistir. Bunun yani1
sira 40 kallus klonundan elde edilen verilere gore Fusarium Basak Yanikligi
Hastaligi’na dayanikli oldugu bilinen donor bugday genotipleri arasinda her hangi bir
korelasyonun olmadigi belirlenmistir. Anter kiiltiirii ile elde edilen embriyolarin
regenerasyonu ise DON toksini igeren ortam tizerinde 100 kat azalmistir. Embriyo ve
kallus seleksiyonu ile ilgili arastirmalarda  bitki regenerasyonu toksin igeren
ortamlarda 20 kat azalmistir.

Fadel ve Wenzel (1993), Fusarium toksini kullanarak in vitro kosularinda
bugday ¢esitlerinin Bugday Bagsak Yanikligi Hastaligi’na karsi farkli dayanikliliklar
gosterdigini belirlemislerdir. Aragtirmalarda iki farkli yontem kullanmiglardir. Anter
kiiltiirleri ile elde edilen embriyolar ve kalluslar ilk olarak, toksin igermeyen ortam
tizerinde kiiltiire alinmiglardir. Daha sonra %0.3-0.9 Fusarium toksini igeren ortam
tizerinde kiiltiire alinarak dayanikli olan hiicreler ve embriyolar selekte edilmistir.
Diger metodda ise anterler ilk olarak farkli konsantrasyonlarda ( 1.5, 2, 2.5 ml/It) s1v1

patates-2 ortamui igerisinde kiiltiire alindiktan sonra embriyo ve kallus gelisimini tesvik
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eden ortam iizerine aktarilmistir. Arastirma sonucunda konsantrasyona bagli olarak
Fusarium toksininin kallus ve embriyo olusumunu %10 oraninda azalttig1 tespit
edilmistir. Hastaliga duyarli bugday cesitlerinin mikrosporlarinin daha az duyarh
bugday cesitlerinin mikrosporlarina gore daha diisiik toksin konsantrasyonlarinda
oldiigi belirlenmistir. Toksin igeren ortam {lizerinde 242.000 anterden gelisen embriyo
ve kallusdan 275 bitki elde edilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda Fusarium
toksini uygulanarak in vitro kosullarinda Fusarium toksinine dayanikli bitki elde
edilebilecegi belirlenmistir.

Kasem ve ark., (1996) dayanikli, orta dayanikli ve duyarli bugday cesitlerinden
elde edilen kalluslara F. graminearum ve F. culmorum’dan elde edilen kiiltiir
filtratlart uygulayarak bu hastaliga karsi dayanikli hatlar belirlemislerdir. Fusarium
izolatlar1 CA sivi ortaminda 2-6 hafta siire ile gelistirildikten sonra elde edilen kiiltiir
filtrat1 steril edilerek MS kallus ortami igerisine %30 oraninda ilave edilmistir.
Yapilan caligmalar sonucunda en iyi seleksiyon ortaminin %30 kiiltiir filtrat1 igeren
MS ortami oldugu belirlenmistir. %10 ve %20 kiiltiir filtrat iceren MS ortamlari
(MST) tizerinde yapilan seleksiyon ise genotiplere bagli olarak degisim gostermistir.
Dayanikli kalluslar 2 kez MST ortami lizerine aktarilmis ve selekte edilen R,
bitkilerinin selekte edilmeyenlere gore daha az fertil oldugu tespit edilmistir. Sera
kosullarinda Fusarium’ a dayaniklilik bakimindan test edilmis 18 R; bitkisinden
2’sinin dayanikli, bir bitkinin orjinale goére duyarli, kalanlarin ise kontrol bitkilerle
ayn1 reaksiyonu gosterdigi belirlenmistir. Bugday ¢esitlerinin 3’iinden elde edilen Rj
bitkilerinin %36 oraninda dayanikli %64 oraninda ise orjinal hatla ayni reaksiyonu
gosterdigi belirlenmistir. Alinan sonuglara goére hastalia dayanikliligin stabil
olmadig1 in vitro seleksiyonla Fusarium tiirlerine karsi dayanikli bitkilerin elde
edilmesinde dayanikliligin genotipe bagli oldugu sonucuna varilmstir.

Badea ve ark. (1997), Bugday Basak Yanikligi Hastaligi’na neden olan F.
graminearum‘dan elde edilen kiltiir filtrat1 kullanilarak bugday kalluslarindan
dayanikli bitki elde etmek amaciyla calismalar yapmislardir. Caligmada,
embriyogenik bugday kalluslart %10, %20 ve %40 oraninda kiiltiir filtrat1 ilave
edilmis kallus ortami tizerinde kiiltiire alinmiglardir. Ortam {izerinde gelisen

kalluslardan bitki regeneasyonu tesvik edilmistir. Alinan sonuglara gore; kalluslardan
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bitki regenerasyonunu bugday ¢esidi ve kiiltiir filtrat1 konsantrasyonun etkiledigi
kalluslardan %10 ve %20 kiiltiir filtrat1 iceren ortamlar {izerinde embriyogenik
kalluslarda gelisme gozlenmistir. Diisiik konsantrasyonlarda uygulanan kiiltiir filtrati
nedeniyle bugday kalluslarinda chitinaz enziminin artmasiyla embriyogenik kallus
olusumunda pozitif bir etkinin oldugu belirlenmistir. %40 kiiltiir filtrati
konsantrasyonu iceren ortam tiizerinde bugday kallus gelisimi ise ¢cok az olmus ve
biiylik oranda kalluslarda dliimler gézlenmistir.

Goral ve Arseniuk (1997), bugday Fusarium Basak Yanikligi Hastaligi’na
kars1 somaklonal varyasyonla dayanikli bitki elde etmeyi amaclamislardir. Calismada
somaklonal varyasyonla elde edilen, dayanikli ve hastalia tolerans hatlarla, hastaliga
dayanikli ve tolerans tritikale cesitleri karsilastirilmistir. Bugday Basak Yaniklig
Hastaligi’na dayaniklilik ve toleranshikta farkliliklar, farkli hatlardan elde edilen
somaklonal varyantlar, ayni1 hatlardan elde edilen somaklonal varyantlar arasinda
farkliliklar tespit edilmistir. Tarla kosullarinda 458 somaklonal R;, R,, Rj
generasyonlar1 ile 19 dayanikli tritikale genotipleri test edilmistir. Calismada, F.
culmorum’un 10 izolati kullanmilmigtir. Somaklonal hatlar olgunlagsmamus tritikale
embriyolarindan elde edilmistir. Arastirma sonucunda somaklonal varyasyon sonucu
elde edilen tritikale hatlarinin, donor bitkiler gibi dayanikli oldugu belirlenmistir. In
vitro‘da somaklonal varyasyonla Fusarium Basak Yanikligi Hastaligi’na karsi
dayanikli hatlar elde edilebilecegi ortaya konulmustur. Bunun yani sira somaklonal
hatlar ile donor genotipler arasinda siki bir iliskinin oldugu belirlenmistir.

Yang ve ark. (1998), Bugday Basak Yaniklig1 Hastaligi’na ve deoxynivalenol
(DON) toksinine tolerans bitkiler elde etmek amaciyla in vitro seleksiyon teknigi
kullanmay1 ve gelistirmeyi amaglamislardir. Bugday Basak Yanikligi Hastaligi’na
dayanikli Sumaii 3 ve bu hastaliga duyarli olan Mianyang 11 bugday cesitlerinin ve
bunlarin hibritlerinin olgunlasmamis embriyolari 2-4 D+0.6X10*M DON toksini
iceren ortam iizerinde Kkiiltiire almarak kallus olusumu tesvik edilmistir. Sonucta
0.6X10*M DON toksini igeren ortam iizerinde dayanikli ve duyarli bugday
cesitlerinden kallus tesvikinin farkliliklar gosterdigini gozlemlemislerdir. Sumaii 3
bugday cesidinde kallus tesviki Mianyang 11 bugday cesidine gore oldukca yiiksek
oldugu belirlenmistir. Ayn1 sekilde DON toksini i¢eren ortam iizerinde gelisen DON
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toksinine tolerant kalluslardan bitki regenerasyonu Sumaii 3 ve Mianyang 11 bugday
cesidinde farklilik gozlenmistir. Her iki bugday cesidinden ve bunlarin hibritlerinde
elde edilen DON toksinine tolerantli kalluslarda bitki regeneasyonu normal
kalluslardan elde edilen kalluslarin bitki regenerasyon kabiliyetinden 3 kat daha az
oldugu tespit edilmistir. Yapilan testler sonucunda DON toksinine dayanikli
kalluslardan elde edilen bitkilerden bazilarmin F.graminiarum’a karst dayanikli
oldugu gozlenmistir. Arastirmalar sonucunda somaklonal hatlar Sumaii 3 ¢esidine
gore sozkonusu hastaliga daha dayanikli oldugu ve daha fazla iirlin verdigi
belirlenmistir.

Hidalgo ve ark. (1999), F. subglutinans’dan elde dilen kiiltiir filtratinin degisik
konsantrasyonlarinin ananas kalluslarindan bitki regenerasyonuna olan etkisini
arastirmiglardir. Denemede dayanikli gesit olarak Perolera ve Spring, duyarli g¢esit
olarak da Perola ve Smooth Cayenne c¢esitleri kullanilmistir. Ananas bitkilerinin
kalluslar1 farkli konsantrasyonlarda (%4, %8, %12, %16, %20) F. subglutinans’in
kiiltiir filtratin1 igeren ortamlar tizerinde kiiltiire alinmiglardir. Kiiltiir filtrat1 iceren
ortam iizerinde duyarli olan ananas cesitlerinin kalluslarindan bitki regenerasyonu
azalmis, fakat dayanikli bitki ¢esitlerinden elde edilen kalluslarla elde edilen bitkilerin
hastaliga dayanikli oldugu goézlenmistir. Sonugta, F.subglutinans’in kiiltiir filtrati
kullanilarak in vitro seleksiyon yontemi ile patojene karsi dayanikli bitkiler elde
edilebilecegi belirlenmistir.

Curir ve ark. (2000), zambak bitkilerinde hastaliga neden olan F. oxyporium
lini’nin tretmis oldugu fusarik asitin bitkiler tizerine olan etkilerini arastirmiglardir.
Calismada hastaliga kars1 dayanikli ve duyarli olan 2 zambak ¢esidi kullanilmistir.
Deneme sonucunda fusarik asit igeren ortamlar {izerinde bulunan duyarli zambak
bitkilerinde dayanikli zambak bitki ¢esidiyle karsilastirildiginda bazi kimyasallarin
biriktigi belirlenmistir. Duyarli ve dayanikli zambak bitki yumrularinda polyfenol
oxidase aktivitesi 1 mmol/L fusarik asit tarafindan engellenmistir. Daha diisiik fusarik
asit konsantrasyonunda ise sadece duyarli zambak bitkisinde polyfenol oxidase enzim
aktivitesinin arttig1 gozlenmistir. 1 mmol/L fusarik asit konsantrasyonunda her iki

bitkide peroxidase enzimi sabit oranda bulunurken daha diisiik fusarik asit
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konsantrasyon uygulamasinda ise duyarli zambak bitkisinde peroxidase enzim
aktivitesinde artis tespit edilmistir.

Chen ve Swart (2002), Amaranthus hybridus bitkisinde solgunluga neden olan
hastalik etmeni Fusarium oxyporum‘a karst in vitro seleksiyonla dayanikli bitkiler
elde etmek amaciyla F. oxyporum’dan elde edilen kiiltiir filtrat kullanilarak 5 ¢esit A.
hybridus bitkisini testlemislerdir. F. oxyporum’un kiiltiir filtrat1 kallus ortamu igerisine
ilave edilmis ve bu ortam iizerinde kalluslarin gelisimi tesvik edilmistir. Fitotoksik
olan kiiltiir filtrat1 bir kisim kallusun gelismesini engellerken bir kisim kallusun da
gelismesini tesvik ettigini belirlemislerdir. Patojenin kiiltiir filtratina kars1 A. hybridus
cesitleri farkli reaksiyonlar gdstermislerdir. Arastirma sonucunda patojenin kiiltiir
filtratina kars1 A. hybridus’un 17 numarali ¢esidinin duyarli, 20 numarali ¢esidinin ise
dayanikli oldugu tespit edilmistir. Kiiltiir filtrat1 iceren ortam iizerinde 20 numarali
cesidin kalluslar diger gesitlerin kalluslarina gore oldukca iyi gelisme gostermistir.
Ayrica A. hybridus gesitlerinin kokleri 6 giin kiiltiir filtratina maruz birakildiginda 20
numarali ¢esidin kdkleri diger ¢esitlerin koklerine gore daha az zarar goérmiistiir. Bu
calisma sonucunda A hibritus’un genetik yapisinda bulunan ve F. oxyporum kiiltiir

filtratina kars1 dayanikliligin var oldugu ortaya konulmustur.

2.5. Bugdaydan Embriyogenik Kalluslarin Elde Edilmesi ve Bitki Regenerasyonu

In vitro seleksiyon yontemi ile hastaliklara kars1 dayanikli bitkiler elde etmek
icin yapilan calismalarda doku kiiltiirlerinden yararlanmak icin uygun kallus ve bitki
regenerasyon sistemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir. Kalluslardan embriyogenesis
ile bitki regenerasyonu tamamiyla bugday cesidinin genotipine baglidir (Fennel ve
ark., 1996). Tahillarda kalluslar, bitki regenerasyonu ve gen transferi i¢in en ¢ok
kullanilan eksplanttir (Ozias-Atkins ve Vasil, 1982; He ve Lazeri, 2001). Bugdaygiller
familyasina ait degisik tiirlerde ¢esitli bitki dokularindan faydalanarak kallus kiiltiirii
yapilabilmekte ve bunlardan bitki regenere edilebilmektedir. Monokotiledon bitkilerin
en Onemlisi olan bugdaylardan kalluslarin elde edilmesinde olgunlasmamis embriyo

(Ivanov ve ark., 1998; Vikrant ve Rashid, 2001), olgunlasmis embriyo gibi
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(Bannikova ve Barabanova, 1990; Ozgen ve ark., 2001) bitki dokular
kullanilmaktadir. Olgunlagsmamis embriyolardan bitki regenerasyon kapasitesi ¢ok
daha yiiksektir. Tahillarda genetik varyasyonlar olusturabilmek icin alternatif
metodlar gelistirilmigtir (Lee, 1989). Bu tekniklerin uygulanmaya bagladig: kiiltiir
bitkilerden biri de tiim diinya icin ekonomik Oneme sahip olan bugdaydir.
Embriyogenik kallus, hiicre siispansiyon Kkiiltiirii, protoplast ve bitki sisteminin
kurulmas1 amaciyla yogun c¢aligmalar yapilmaktadir.

Sears ve Deckard (1982), bugdaymn olgunlasmamis embriyolarindan
embriyogenik kallus olusumunu ve kalluslarin regenerasyon kabiliyetlerini
arastirmislardir. Ele alinan 29 bugday ¢esidinin olgunlagsmamis embriyolarint MS+1
mg/L 2.4-D igeren ortam {iizerinde kiiltiire almislardir. Elde edilen embriyogenik
kalluslar MS+1 mg/L 2.4-D igeren ortam iizerinde kiiltiire alinarak cogaltilmistir.
Bugday kalluslar1 MS+0.1 mg/L 2.4-D igeren ortam lizerinde kiiltiire alinarak bitki
regenerasyonu tesvik edilmistir. Kallusladan regenere edilen bitkiler bazal MS ortami
tizerinde kiiltiire alinarak regenerasyon igslemi tamamlanmistir. Yapilan bu ¢aligmada
18 bugday genotipi 4 kez altkdiltiire alindiktan sonra (yaklasik 90-125 giin) kalluslarda
regenerasyon yetenegi belirlenirken, 5 bugday genotipinde ise 240 giin sonra
totipotensinin kayboldugu belirlenmistir. Arastirma sonucunda, kallus olusum ve
gelisiminin, kalluslardaki totipotensinin, regenerasyon kaabiliyetinin genotipe bagh
oldugu ve uygun genotip kullanildiginda ise olgunlasmamis embriyolardan stabil bir
sekilde embriyogenik kalluslar elde edilebilecegi belirlenmistir

Bajaj (1984), bugday ve celtigin anter ve olgunlasmamis embriyolarint sivi
azot icerisinde saklayarak eksplantlarin regenerasyon kabiliyetini arastirmistir. Sivi
azot icerisinden ¢ikarilan eksplantlar MS+0.2 mg/L 2.4-D igeren ortam {izerinde
kallus gelisimini arastirmak igin kiiltiire alinmistir. Elde edilen embriyogenik kalluslar
regenerasyon i¢cin MS+1 mg/L TAA+ 5 mg/L BAP+ 500 mg/L kasein hidrolizat i¢eren
ortam tlizerinde kiiltiire alinmistir. Arastirma sonucunda, polen ve olgunlasmamis
embriyolarin sivi azot igerisinde uzun siire canliligimi korudugu ve bunlardan da
bitkiler elde edilebildigi ortaya konulmustur.

Kim ve Kim (1989), bir bugday c¢esidinin (T.aestivum L. Cv. Jang Kwang)

olgun embriyolarindan olusturulan kalluslardan hiicre siispansiyon kiiltiirleri kurarak
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tek hiicre kiiltiirleri elde etmis ve bu hiicre kiiltiirlerinde bitki regenerasyonunu
gerceklestirmislerdir. Ayrica hiicrelerin 10 pM 2.4-D iceren MS ortaminda kiiltiire
alindiklarinda embriyogenik kallus gelisiminin olumlu y6nde arttig1 saptanmistir.
Embriyogenik kalluslarin 10 mg/L glimiis nitrat (AgNOs) iceren hormonsuz MS
ortamina transfer edildiklerinde somatik embriyo ve siirgiin olusumunun gergeklestigi
bildirilmistir.

Bannikova ve Barabanova (1990), in vitro’da kiiltiire alinan kiglik bugdayin
olgun embriyolarmin histolojik karakterlerini incelemek amaciyla yaptiklari
calismada, kiiltiire alinan olgun embriyolarda bazi degisikliklerin meydana geldigini,
materyalin kiiltiire alindiktan 2 giin sonra skutellum bdlgesinde mitotik boliinmelerin
basladigini, ancak somatik embriyolarin olugmadigini, bunun yaninda bazi
koleoptillerin ve ikincil koklerin olustugunu gdzlemislerdir. Ayrica olgun
embriyolardan elde edilen kalluslarin bitki regenerasyon yeteneginin ¢ok diisiik
oldugunu tespit etmislerdir.

Redway ve ark. (1990), embriyogenik kallus elde etmek amaciyla 8 bugday
¢esidinin olgunlagsmamis embriyolarini, yapraklarini ve anterlerini 12 farkli ortam
tizerinde kiiltiire almislardir. En fazla embriyogenik kallus olusumu olgunlasmamis
embriyolardan elde edilirken, anterlerden ve bugday yapraklarindan elde edilen kallus
orani oldukca diisiik olmustur. Olgulasmamis embriyolardan kallus tesviki denenen
farkli ortamlardan 11 tanesinde 6nemli 6l¢iide embriyogenik bugday kalluslari elde
edilmistir. Ortam denemesinde en fazla embriyogenik kallus olusumu 2 mg/L 2.4-D
iceren MS ortaminda gozlenmistir. Bu kalluslarin 2 MS 2 mg/L 2.4-D ortaminda
gelisen kalluslar ile arasinda bir fark gozlenmemistir. Ortamlar iizerinde nodular
kompakt kirli beyaz ve kompakt beyaz renkte iki tip embriyogenik kallus elde
edilmistir. Kalluslar bitki regenerasyonunu saglamak amaciyla MS+1 mg/L TAA+1
mg/LL zeatin igeren ortam iizerinde kiltiire almmistir. Her iki embriyogenik
kalluslardan bitki regenerasyonu gozlenmistir. Bir aylik kalluslar regenerasyon
ortamina alindiginda yesil siirgiinler elde edilmistir, fakat anterlerden elde edilen
kalluslardan bitki regenerasyonu diger eksplantlara gore daha az olmustur. Kalluslar
yaklagik bes ay kadar altkiiltiire alindiktan sonra regenerasyon kapasitesini kaybettigi

gbzlenmistir.
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Vasi ve ark. (1990), yapmis olduklar1 ¢alismada bugdayin olgunlagsmamis
embriyolarin1 2 mg/L 2.4-D igeren MS ortamu iizerinde kiiltiire aldiktan sonra elde
ettikleri embriyogenik kalluslarin regenerasyonunu saglamak amaciyla farklt hormon
konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlari igeren (BAP, Kinetin, zeatin, 2.4-D, TAA) MS
ortami tlizerinde kiiltiire almislardir. En iyi regenerasyon ortaminin 1mg/L Zeatin+
Img/L TAA iceren MS ortami oldugunu belirlemislerdir.

Felfoldi ve Purnhauser (1992), 44 bugday ve 3 tritikale c¢esidinin
olgunlasmamis embriyolarint 1 mg/L 2.4-D igeren MS ortamu {izerinde kiiltiire alarak
kallus tesvikini arastirmislardir. Genotiplere bagli olarak kallus olusumunda belirgin
bir fark gozlenmemistir. Kalluslar daha sonra hormon icermeyen MS ortami {izerinde
kiiltiire alinarak bitki regenerasyonu saglanmistir. Regenerasyon yetenegini bugdayda
%1-90 oraninda (ortalama %40) iken tritikale de bu oran %5-84 (ortalama %38)
olarak tespit edilmistir. Ayrica bugdayda embriyogenik kallus benzeri kalluslar %0-39
oraninda (ortalama %4), tritikalede ise %0-81 oraninda (ortalama 9%32) tespit
edilmistir.

Qiao ve ark. (1992), tozlanmadan 12-14 giin sonra hexapoloid bir bugday
¢esidi olan Oderzo’nun olgunlagsmamis embriyolarint MS+ 2 mg/L 2.4-D igeren ortam
tizerinde kiiltlire almiglardir. Bu ortam {izerinde yiiksek kapasitede elde edilen
kalluslardan hiicre silispansiyonu ve protoplast izolasyonu gerceklestirilmistir. Elde
edilen protoplastlar MS+ 1mg/L TAA+0.5 mg/L zeatin igeren ortam iizerinde
regenerasyonu tesvik etmek icin kiiltiire alinmigtir. Protoplastlardan 2 ay igerisinde
regenere edilen ve koklendirilen bitkilerin dogal kosullara adaptasyonu saglanmustir.

Fennel ve ark. (1996), 48 bugday ¢esidinin olgunlagsmamis embriyolarin1 3
farkli ortamda kiiltiire alinarak embriyogenesis oranini aragtirmislardir. Denemede
olgunlasmamis embriyolar N6+dicamba (E1), MS+ 2.4-D (E3) ve MS+2.4-D+
aminoasitler (E5) iceren ortamlar {izerinde kiiltiire alinmistir. Elde edilen
embriyogenik kalluslar bitki regenereasyonu i¢in MS+0.5 mg/L [AA+1 mg/L
BAP+40 mg/L thiamin+150 mg/L l-asparagin+%?2 sakkaroz igeren ortam iizerinde
kiiltiire alinmistir. Bugday genotipine bagli olarak olgunlagmamis embriyolardan elde
edilen kalluslar %2-94 oraninda olmustur. ES ortami iizerinde gelisen 13 bugday

¢esidinin, E3 ortami iizerinde gelisen 3 bugday ¢esidinin ve El ortami iizerinde
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gelisen 1 bugday ¢esidinin kalluslarindan bitki regenerasyonu %50 oraninda olmustur.
Kallus ortamlar1 iizerinde elde edilen embriyonik kalluslar dort kez alt kiiltiire
alindiktan sonra bitki regenerasyon orani 41 bugday hattinda %85 olurken diiserken
yedi hatta ise bu oran %15°dir.

Ivanov ve ark. (1998), 5 farkli bugday ¢esidinin olgunlasmamis embriyolari
kullanilarak MS+2 mg/L 2,4 dichlorophenoxyacetic asit (2.4-D)+ 20 g/L sakkaroz 8
g/L agar pH 5,8 ortami {iizerinde kiiltiire alarak embriyogenik kalluslar elde
etmislerdir. Daha sonra embriyogenik kalluslar bitki regenerasyonunu gerceklestirmek
icin MS+0.1 mg/TAA+ 0.5 mg BAP+ 20 g/L sakkaroz 8 g/L agar pH 5.8 ortami
tizerinde kiiltiire alinmistir. Bitki boyu 5-6 cm’ye ulastiginda koklendirilmek iizere 5
mg/IAA+ 0.1 mg/L Kinetint 146 mg/L L-glutamin+20 g/L sakkaroz +8 g/L agar
iceren MS ortami iizerinde kiiltiire alinmigtir. Kdklenen bitkilerin vernalize edilmek
iizere tiipler ierisinde 2-4 °C’de 4-5 hafta muhafaza edilmistir. R, regenerantlar daha
sonra sera kosullarinda normal fizyolojik gelisimini tamamlamistir. Yapmis olduklari
calismada R3 ve R4 generasyonlarini elde etmiglerdir.

Machii ve ark. (1998), 107 bugday cesidinin olgunlasmamis embriyolarindan
embriyogenik kallus olusumunu ve bitki regenerasyon kabiliyetini arastirmiglardir.
Tozlanmadan yaklasik 14 giin sonra almman olgunlasmamis bugday embriyolar
embriyogenik kallus tesviki i¢in MS+2 mg/L 2.4-D+0.25 mg/L absisik asit (ABA)+
500 mg/L L-glutamin+100 mg/L proline+ 100 mg/L casein hydrolysate+ 60 mg/L
maltoz+ pH 5,8 ve 2 g/L fitojel iceren ortamlar lizerinde karanlik kosullarda kiiltiire
alinmistir. Elde edilen embriyogenik kalluslarin regenerasyon i¢in MS+0.5 mg BAP+
30 g/L sakkaroz+ 2 g/L fitojel pH 5,8 olan regenerasyon ortami kullanilmistir.
Arastirmada ele alinan 107 bugday cesidinden 83 tanesinde embriyogenik kalluslar
elde edilmis, bunlardan 45 bugday cesidinde bitki regenerasyonu goézlenmistir. Sadece
9 genotipte yesil bitkiler, 25 genotipte sadece albino bitkiler, 11 genotipte ise hem
yesil hem de albino bitkiler elde edilmistir.. Genellikle embriyogenik kalluslarin elde
edilmesi bugday embriyolarinin kalitesine ve canliligmma bagli oldugu sonucuna
varilmistir.

Barro ve ark. (1999), 8 bugday cesidinin ve 7 arpa ¢esidinin olgunlagsmamis

embriyolarim1  ve yapraklarint kullanarak somatik embriyogenesisi ve bitki
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regenerasyonunu arastirmislardir. Bugday yapraklar1 ve olgunlagmamis embriyolar 2
mg/L 2.4-D ve 2 mg/L piclorom iceren MS ortamlar1 {izerinde karanlik kosullarda
kiiltiire alarak somatik embriyogenesisi tesvik etmislerdir. Alinan sonuglara gore
piclorom igeren kallus ortamlari iizerinde bugday yapraklarindan somatik embriyo
gelisimi piclorom igcermeyen kallus ortamlarina gore iki kat daha fazla olmustur.
Bugday yapraklarindan somatik embriyogenesis olusumu ise (%92), olgunlasmamis
embriyolardan somatik embriyogenesis olusumundan (%85) daha fazla olmasina
ragmen ,bitki regenerasyonu olgunlasmamis bugday embriyolarindan elde edilen
kalluslardan (%62) bugday yapraklarina oranla (%18) daha fazla olmustur.

Benkirane ve ark. (2000), 10 bugday c¢esidinin yapraklarindan ve bugday
koleoptilinden somatik embriyogenesis ve bitki regenerasyonunu arastirmislardir.
Bitki pargalarimi farkli 2.4-D konsantrasyonu (2.3-11.3 uM) iceren MS ortamlari
tizerinde kiiltiire almiglardir. Kiiltiire alma isleminden 4-6 hafta sonra her iki bitki
dokusundan da embriyogenik ve embriyogenik olmayan kalluslar elde edilmistir. En
fazla 0.5-1 cm uzunlugundaki bitki yapraklarindan 6.8 uM 2.4-D igeren MS ortami
tizerinde emriyogenik kalluslar elde edilmistir. Elde edilen embriyogenik kalluslar
bitki regenerasyonu i¢cin MS+0.9 uM 2.4-D+ 0.5 uM 2iP igeren ortam {iizerinde
kiltire alinmistir. Koleoptil segmentlerinden kallus olusumunun ve bitki
regenerasyon oraninin yaprak segmentlerine gore daha az oldugu tespit edilmistir.
Koleoptilin biiytikliiglintin bitki regenerasyonunda énemli oldugu tespit edilmis ve 1
mm uzunlugundaki koleoptillerden bitki regenerasyonunun 2-4 mm lik doku
parcalarina oranla daha fazla oldugu gozlenmistir. Kallus olusumunda 2.4-D
konsantrasyonlar1 arasinda bir farklihlk go6zlenmezken, bitki regenerasyonu
asamasinda 9 uM 2,4 D iceren ortamlar daha iyi sonug¢ vermistir.

Delporte ve ark. (2001), Odean ve Minaret bugday c¢esitlerinin olgun
embriyolarindan kallus olusumunu ve bitki regenerasyonunu arastirmiglardir. Bugday
cesitlerinden elde edilen olgun embriyolar 10 pM 2.4-D igeren kalus ortamlari
tizerinde kiiltlire alinarak kallus tesvik edilmistir. Olgun embriyolar kiiltiire alindiktan
8 giin sonra %59 oraninda kallus elde edilmis ve en yiiksek embriyogenik kallus
olusumu % 47 oraninda belirlenmistir. Embriyogenik kalluslardan bitki regenerasyonu

icin iki farkli regenerasyon yoOntemi kullanilmistir. Regenerasyon ortami olarak
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MS+0.45 uM 2.4-D+ 46 uM zeatin ve > MS ortami kullanilmigtir. Embriyogenik
kalluslardan 513 adet bitki elde edilmistir. Protokole gore her 100 embriyodan 25-30
adet bitki elde edilmistir.

Gonzales ve ark. (2001), 12 bugday ¢esidinin olgunlasmamis embriyolarindan
kallus olusumunu ve kallus %’sini aragtirmak i¢in, elde ettikleri embriyolar1 4 farkl
MS ortamu iizerinde kiiltiire almiglar ve farkli karbon kaynaklari ile NaCl igeren bu
ortamlarin her birine 2 mg/L 2.4-D ilave etmislerdir. Elde edilen kalluslar hem
kompakt hemde embriyogenik oldugu gibi bazi kalluslar ise yumusak ve sulumsu bir
goriinliste olmuslardir. Genotiplere bagli olarak elde edilen kallus oran1 % 54-100
arasinda degismistir. Kalluslar regenerasyon i¢in MS+2.22 uM BAP+2.68 uM
NAA+20 g/L sakkaroz igeren ortamlar iizerinde kiiltiire alinmistir. Genotiplere ve
kallus ortamlarina bagli olarak kompakt kalluslardan bitki regenerasyonu yumusak
kalluslara gore daha fazla olmustur. En iyi kompakt kallus gelisimi 30 g/L maltoz ve
30 g/L sakkaroz+ 2 mg/L NaCl igeren ortamlar iizerinde gozlenmis ve bu ortamlar
tizerinde elde edilen kalluslardan en fazla bitki regenerasyonunun gerceklestigi
belirlenmistir.

He ve Lazzeri (2001), 4 farkli bugday ¢esidinin olgunlasmamis embriyolarini
ve bitki pargalarin1 kullanarak in vitro’da embriyogenesis sikligint ve bitki
regenerasyon yetenegini arastirmislardir. Embriyogenesisin tesviki igin farkl
konsantrasyonlarda piclorom ve 2.4-D denenmistir. Yapilan g¢alisma sonucunda,
olgunlasmamis bugday embriyolarinda somatik embriyogenesis olusumunun 2 mg/L
2.4-D ve 2 mg/L piclorom igeren ortamlarda daha fazla oldugu saptanmistir. Bitki
regenerasyonunun olgunlagsmamis embriyolardan elde edilen kalluslardan, yesil
aksamdan elde edilen kalluslara gore cok daha iyi sonug¢ verdigi tespit edilmistir
Optimize edilen bu ortam {izerinde olgunlasmamis embriyolardan bitki regenerasyon
orant %97-100 oraninda gozlenirken (2 mg/L piclorom igeren ortam iizerinde) yesil
aksamdan bitki regenerasyonunun ise %45-85 oraninda oldugu (4 mg/L piclorom
iceren ortam fiizerinde) tespit edilmistir. Bitki regenerasyonu ig¢in kiiltiire alinan
embriyogenik kalluslarda 5 mg/L zeatin+0.1 mg/L 2.4-D iceren ortam iizerinde bitki

regenerasyon oraninda %20-30 arasinda bir artis gézlenmistir.
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Ozgen ve ark. (2001), 4 farkli kislik bugday ¢esidinin olgun embriyolarini
kiiltiire alarak bunlardaki embriyogenik kallus olusumunu arastirmislardir.
Olgunlagsmis bugday tanelerinden elde edilen embriyolar, kallus gelisimini tesvik
etmek icin 8 mg/L 2.4-D igeren sivi ortam icerisinde karanlik kosullarda kiiltiire
alinmiglardir. Kiltiire alinma isleminden 11 giin sonra gelisen kalluslar bitki
regenerasyonu i¢cin MS+2 mg/L glycine+20 g sakkaroz+ 7 g/L agar igeren ortamlar
tizerinde kiiltiire alinmigtir. Deneme sonucuna gore, olgun embriyolardan kallus
olusumu %75-100 oraninda tespit edilmis ve her 100 olgun embriyodan 14.1 bitki
regenerasyonu gerceklesmistir.

Vikrant ve Rashid (2001), DT-46 tritikale cesidinin olgunlasmis ve
olgunlasmamis embriyolarindan elde edilen kalluslardan somatik embriyogenesisin
tesviki 2.4-D konsantrasyonu igeren (9-25 uM) MS ortami ve N6 ortami iizerinde
arastirmislardir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda, olgunlagsmamus tritikale tanelerinden
alan embriyolardan embriyogenik kallus olusumunun daha iyi oldugu gézlenmistir.
2.4-D iceren MS ortami {izerinde kiiltiire alinan yaprak segmentlerinden kallus
tesviki tespit edilememis, aksine siirglin gelisimi gozlenmistir. N6 ortami iizerinde
somatik embriyogenesis olusumunun MS ortamina gore daha fazla oldugu
belirlenmigtir. 2.4-D igermeyen MS ortam iizerinde embriyogenik tritikale
kalluslarindan bitki regenerasyonu gergeklesmistir.

Arun ve ark. (2003), tozlanmadan 14 giin sonra bugdaym olgunlagsmamis
embriyolarim1 aseptik kosullarda ¢ikartarak MS+ 2 mg/L 2.4-D igeren ortamlar
tizerinde 16 saat 151k/8 saat karanlik kosullarda kiiltiire almiglardir. Olusan kirilgan,
embriyogenik kalluslar regenerasyon i¢in daha sonra bazal MS ortami {izerinde
kiiltiire alinmustir. Bitkiler yaklagik 2 cm boyuna geldikten sonra MS+0.5 mg/L NAA
iceren ortam lizerinde koklendirilmeleri saglanmistir. Ry bitkilerinde daha sonra R1-
R4 generasyonlar elde edilmistir.

Wu ve ark. (2003), doku kiiltiiriinde 45 bugday cesidinin olgunlagsmamis
embriyolarindan somatik embriyogenesis olusumunu incelemek icin arastirmalar
yapmuslardir. Elde edilen aseptik embriyolar N6+9.05X10° mol/L 2.4-D+ 60 g/L
sakkaroz iceren ortam {izerinde kiiltire alinmistir. Elde edilen embriyogenik

kalluslarm bir kism1 N6+ 8.88X10° mol/L BAP+1.07X10” mol/L+ 500 mg/L kazein
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hidrolizat +30 g/L sakkaroz i¢eren ortam iizerinde, bir kismi da N6+ 4.52X10° mol/L
2.4-D+ 30 g/L sakkaroz igeren ortam iizerinde bitki regenerasyonu ig¢in kiiltiire
almmustir. Yesilimsi, hizli gelisen kaluslarda organogenesizin daha fazla oldugu
gozlenmigstir. Erken donemde regenerasyon ortamina alinan kalluslarda bitki
regenerasyon orani daha fazla olmustur. Elde edilen sonuglara gore, siirglin sayisi ve
slirglin boyunun organogenesisle pozitif bir korelasyonunun oldugu tespit edilmistir.
Pellegrineschi ve ark. (2004), ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinde
farklt NaCl ve 2.4-D konsantrasyonu deneyerek kallus tesvikini ve kallusdan bitki
regenerasyonunu arastirmislardir. Yiksek regenerasyon yetenegine sahip olan MPB-
Bobwhite 26 ve Mexicali adl1 bugday ¢esitlerinin olgunlasmamis embriyolar1 aseptik
kosullar altinda ¢ikarilarak 2.5 mg/L 2.4-D +%2 sakkaroz+%0.9 bacto agar iceren MS
ortami lzerinde kiiltiire alinmiglardir. Bir ay sonra olusan kalluslar farkh
konsantrasyonlarda NaCl ve 2.4-D igeren sivi ortam igersinde 20 giin siireyle kiiltiire
alindiktan sonra yeniden 2.5 mg/L 2.4-D iceren MS ortamu {lizerinde kiiltiire alinmustir.
Bunu takiben 45 giin sonra embriyogenik kalluslar hormon igermeyen MS ortami
lizerine alinarak bitki regenerasyonu gergeklestirilmistir. Deneme sonucunda MPB-
Bobwhite bugday c¢esidinde kallus olusumu ve bitki regenerasyonunun Mexicali
bugday cesidine gore ¢ok yiiksek oldugu gozlenmistir. MPB-Bobwhite bugday
cesidinde kallus olusumu ve bitki regenerasyonu 1 mg/L 2.4-D+ 1 mg/L NaCl igeren
MS ortami lizerinde, Mexicali bugday c¢esidinde ise 2 mg/L 2.4-D+ 2 mg/L NaCl

iceren MS ortami iizerinde oldugu tespit edilmistir.

2.6. Bugday Basak Yamkhg Hastahgi’na Neden Olan Fusarium izolatlarimin

Molekiiler Analizleri

Hastaliga karsi dayanikli bitkilerin elde edilmesinde patojenin genetik
farkliliginin ve dogal yapisinin bilinmesi ¢ok Onemlidir. Fitopatojen funguslarda
genetik varyasyon analizinde molekiiler markirlar basarili bir sekilde kullanilmaktadir.
Baz1 fitopatojen funguslarin intraspesifik genetik varyasyonlarin arastirilmasi igin
RAPD markirlari basarili bir metod olarak kullanilmaktadir (Williams ve ark., 1990;
Welsch ve McClelland, 1990). RAPD analiz yontemi, bugday hastaliklarina neden
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olan Fusarium spp’nin genetik farkliliklarini tespit etmek amaciyla bazi arastirmacilar
tarafindan kullanilmustir.

Quellet ve Seifert (1993), Bugdayda Basak Yaniklig1 Hastaligi’na neden olan
F. graminearum izolatlarinit RAPD-PCR ve PCR amplifikasyon analiz yontemleriyle
karakterize etmislerdir. RAPD-PCR analizinde 40 oligoniikleotid primer ve 17 F.
graminearum izolati kullanmiglardir. PCR amplifikasyonu i¢in ise F. graminearum
izolatlarinin klonlanmis spesifik DNA iplik¢iklerin diziliminde iki primer seti
hazirlanmistir. Analiz sonucuna gore, RAPD ve PCR primerleri kullanilarak F.
graminearum izolatlar1 arasindaki akrabalik derecesi ve izolatlar arasindaki genetik
farkliliklar tespit edilebilmistir. F. graminiarum izolatlar1 i¢in kullanilan RAPD ve
PCR primerleri bagka Fusarium izolatlar1 i¢in reaksiyon vermemistir.

Schiling ve ark. (1996), F.graminiarum ve F. culmorum izolatlarinin genetik
varyabilitesini ve populasyon yapisini arastirmak amaciyla RAPD-PCR analizleri
yapmuglardir. RAPD-PCR ig¢in 20 oligonukleotid primer kullanilmistir. F. culmorum
ve F. graminearum’da RAPD-PCR’da iplikgikler elde edilmistir. Calisma sonucunda
RAPD-PCR igin enfekteli dokulardan elde edilen 107'* g fungal DNA ‘nin yeterli
oldugu tespit edilmistir. Ayrica ITS bolgesi (internal transcribed spacer region of
nuclear ribosomal) evrensel primerlerle ¢cogaltilmis ve dizilim analizler yapilmistir.
F. culmorum ve F. graminearum’un ITS diziliminde e spesifik primerlerle yapilan
analizde polimorfizm goériilmemistir. Her iki ¢esidin ITS-1 ve ITS-2’si F. aveneceum
ile karsilastirildiginda 6zellikle ITS-2’de F. avenecaum’un spesifik olarak ¢ogalmasi,
primerlerin tiiremesi i¢in yeterli dizilim varyasyonu agiga cikmustir. Arastirma
sonucunda, fungal populasyon genetiginin tespiti, Fusarium’a dayanikliliginin
saptanmasi, epidemiyolojisi ve teshislerinde duyarli PCR ydntemlerinin kullanigh ve
uygun oldugu belirlenmistir.

Nicholson ve ark. (1998), RAPD-PCR analizi ile F. culmorum ve F.
graminearum izolatlar1 arasindaki karakteristik Ozellikleri tespit etmeye
calismiglardir. F. graminearum ve F. culmorum igin yapilan RAPD-PCR analizinde
spesifik primerler kullanilmistir. Spesifik PCR yonteminde F. culmorum’un bugday
sapini inokulasyon zamani ve inokulasyonun etkisi baz alinarak, F.graminiarum igin

ise bugday tanesinde enfeksiyona neden olan trithocene iireten ve iiretmeyen izolatlar
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baz alinarak yapilmistir. Deneme sonuglarina gore fungal DNA 6lgiimii yapilan F.
culmorum’un koloni biiyiikligii, mevsim basinda bitkiyi ilk inokule eden izolatlarda
daha biiyiik ve konidi artisiyla koloni olusumunun arttig1 tespit edilmistir. Tanelerde
trithocene {ireten F. graminearum izolatlarinin olusturmus olduklar1 koloni,
trithocene iiretmeyen izolatlara gére daha fazla ve trithocene liretimi bu izolatlarda
viriilenslik faktorii olarak belirlenmistir. Sonug olarak, spesifik PCR yontemi ile her
iki izolatta da hastalik durumunun karsilagtirilmasinin yapilmasi miimkiin olmustur.

Doohan ve ark. (1998), farkli Fusarium izolatlar1 ve Microdochium nivale
varyetelerinin tespit etmek amaciyla PCR analizleri yapmislardir. Denemelerde F.
culmorum, F.poe, F.avenaceum, F. graminearum, M. nivale var. nivale, var. majus
icin spesifik-spesifik PCR analizleri yontemi uygulanmistir. Analiz sonuglarina gore
bolgede en fazla F. culmorum izolatina rastlanmistir. Bazi bolgelerde ise F.poe,
F.avenecaum, M. nivale var. majus, var. nivale bircok bugday tanelerinde,
ciceklerinde ve rachis dokularinda yogun olarak tespit edilmistir. F.poe daha ¢ok
basagin ¢igcek kisminda gozlenirken, rachis dokusunda ise M. nivale var majus ve
var. nivale’nin yogun olarak gozlendigi tespit edilmistir. Bolgede goriilen
M.nivale’nin %36’si1 var. nivale, %46’sin1 ise var. majus olusturmustur.

Doohan ve ark. (1999), F. culmorum ve F.poe’nin teshisi ig¢in gorsel hastalik
teshis yontemi (VDA) ve PCR analizi yontemini kullanmislardir. Ayrica hastaligin
kontrolii i¢in bazi fungisitleri denemislerdir. VDA ile her iki hastaliinda ¢ok iyi bir
sekilde teshis edilebilecegi belirlenmistir. Enfekteli dokulardan PCR analizleri,
F.poe’nin teshisinde F. culmorum’a gore daha az etkin olmustur. Sonuglara gore,
demetibes, prochloroz ve tebucanoloze F. culmorum ve F.poe’yi engellemistir.
Aniline pyrimidine fungisiti olan pyrimethonil ise F. culmorum’a karst etkili bir
sonug¢ vermemistir.

Carter ve ark., (2000) Nepal’de bugday, celtik, ve misirda hastaliga neden
olan II grup igerisinde yer alan 67 F. graminearum izolatlarinin mofolojik ve
molekiiler diizeyde teshisini yapmiglardir. RAPD-PCR, IGS-RFLP analiz yontemleri
uygulanarak F. graminearum izolatlar1 arasindaki varyasyon tespit edilmistir.
RAPD-PCR sonucunda F. graminearum izolatlar1 A ve B olmak {izere iki gruba

ayrilmistir. A grubundaki izolatlar dort farkli PCR  polimorfik markir
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olusturmuslardir, fakat B grubundaki biitiin izolatlar tek bir polimorfik markir
olusturmuslardir. Bugday ve geltikten elde edilen F. graminearum izolatlar1 daha ¢ok
A grubu igerisinde yer alirken misirdan elde edilen F. graminearum izolatlart hem A
hemde B grubu igerisine dahil edilmiglerdir. Sonu¢ olarak izolatlarin
gruplandirilmasinda patojenin izole edildigi yilin etkisi olmasina ragmen, konukg¢u
bitkide izolatlarin gruplandirilmasinda rol oynamis oldugu belirlenmistir. Hastalik
etmeninin cografik dagiliminin ve uygulamalar patojenin gruplandirilmasinda etkin
rol oynamadigi sonucuna varilmstir.

Simson ve ark. (2000), yulaf ve geltikte hastaliga neden olan Microdochium
nivale var. macus ve nivale’nin morfolojik ve molekiiler diizeyde teshisini
yapmislardir. M. nivale var. macus ve nivale bugday ve celtikte siddetli enfeksiyona
neden olurken M. nivale var. nivale’nin ise sadece yulaf da ¢ok siddetli hastaliga
neden oldugu saptanmustir. M. nivale var. nivale var macus her ii¢ konukguda da
daha fazla hastaliga neden oldugu gozlemlenmistir. Molekiiler diizeyde uygulanan
spesifik PCR analiz yontemi ile de benzer sonuglar alindigi gorilmistiir.

Walker (2001), 66 F. graminearum izolatini, in vitro’da gelisimini, 3 bugday
cesidi  kullanarak DON ve Zeralone toksin iiretimini ve patojenitelerini
aragtirmislardir. Ayrica izolatlar arasindaki farklili1 ortaya koymak i¢cin RAPD-PCR
analizi yapmiglardir. Patojenite testi sonuglarina gore; belirlenen hastalik olusturma
derecesi yiiksek olan 5 izolat ve hastalandirma derecesi diisiik olan 5 izolat
kullanilarak in vivo’da yapilan arastirmada DON toksin {retimi bakimindan
farkliliklar &lciilmiis, fakat hicbir fark bulunamamustir. izolatlardan 10 adedinin
DON toksinini tirettigi belirlenmistir. Testlenen izolatlarin bitkileri hastalandirma
dereceleri %3.4-96.4, in vivo’da drettikleri DON toksin miktar1 0-7176.2 ppm,
zeralone toksin liretim miktar1 ise 0-354.7 ppm olarak belirlenmistir. Yapilan PCR
analizleri sonucunda F. graminearum izolatlar1 arasinda genotipik farkliliklar tespit
edilmistir. Sonug olarak F. graminearum izolatlar1 arasinda farkliliklar oldugu ve bu
izolatlarin bugday {lizerinde cok patojen olabilecegi ve yliksek oranda toksin
tiretebilecegi belirlenmistir.

Carter ve ark. (2002), Amerika, Avrupa ve Nepal’den topladiklar1 118 F.

graminearum izolatlari arasindaki genetik farkliliklari aragtirmak icin SCAR yontemi
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kullanmiglardir. 118 izolatin 42 tanesi RAPD analiz yontemiyle sec¢ilmistir.
Aragtirma sonuglarina gére, F. graminearum izolatlar1 3 gruba ayrilmis ve Nepal’den
getirilen F. graminearum izolatlar1 grup A ve B igerisinde; Avrupa ve ABD’den
getirilen izolatlar ise grup C igerisinde yer almistir. Misir ve bugday bitkileri
kullanilarak yapilan patojenite testi sonuglarina gére C grubundaki izolatlarin daha
patojenik olduklar1 tespit edilmistir. Izolatlarm hepsi trithocene grubu igerisinde yer
alan deoxynivalenol (DON) ve nivalenol (NIV) toksinlerini iretebilmiglerdir. A
grubu igerisinde yer alan F. graminearum izolatlar1 esit miktarda DON ve/veya NIV
toksini, B grubu igerisindeki izolatlar ¢ogunlukla NIV, C grubu icerisindeki izolatlar
ise ¢ogunlukla DON toksini iiretmislerdir. A grubu igerisinde yer alan ve iki
toksinide tiretebilen F. graminearum izolatlar1 bugday bitkisinde, sadece NIV toksini
tireten izolatlar ise daha ¢ok musir bitkisinde yogun bir sekilde hastaliga neden
olmuslardir.

Gargouri ve ark. (2003), bugday yaprak saplarindan elde edilen F. culmorum
izolatlarinin genetik varyabilitesini ve populasyon yapisini arasgtirmak amaciyla
RAPD-PCR yapmislardir. Tunus’da yapilan surveyler sonucunda elde edilen 108 F.
culmorum izolatlar1 i¢in RAPD-PCR analizleri yapilmis ve 14 adet primer
kullanilmigtir. Analizde ilk dongii i¢in 94 °Cc 3 dk, 35°C 1 dk, 72°C 2dk parametreleri,
diger 43 dongii i¢in 94 °C 1 dk, 35°C 1dk, 72°C 1 dk parametreleri ve son olarak 72°C
5 dk uygulamasi yapilmistir. Yapilan analiz sonucunda amplifiye olmus fragmentlerin
varlig1 ya da yokluguna gore 25 RAPD lokasyonunun her birinde pseudo-allelic
frekanst tahmin edilmis ve 92 haplotip tespit edilmistir. F. culmorum izolatlari
arasinda genetik farkliiginin  0-0,19 oldugu belirlenmistir. Genetik mesafe
kullanilarak yapilan UPGMA cluster analiz sonucuna gére Tunus’un farkli cografik
alanlarindan toplanan izolatlar arasinda bir farklilik belirlenememistir. Sonug olarak
farkl1 cografik alanlardan toplanan izolatlar arasinda bir farkliligin olmadigr ve
Tunus’da tek bir ¢esit F. culmorum izolatinin varligi tespit edilmistir.

Galio-Meagher (2003), F. graminearum izolatlarint gruplandirmak igin
RAPD-PCR analizleri yapmislardir. Denemede operon kit seti ve UBC-8 ile UBC-28

primerleri kullanilmistir. UBC-8 primeri Fusarium izolatlarini ayirt etmek i¢in, UBC
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28 primeri ise F. graminearum izolatlarii ayirt etmek ic¢in kullanilmistir. RAPD
analiz sonuglarina gore iki farkli F. graminearum grubu tespit edilmistir.

Waalwijk ve ark. (2003), Bugday Basak Yaniklig1 Hastali§i’na neden olan
Fusarium spp’i belirlemek amaciyla PCR metodunu kullanmiglardir. F. graminearum,
F.avenaceum, F. culmorum, F.poe, F. proliferatum, Microdochium nivale var macus,
M. nivale var. nivale izolatlarin1 belirlemek amaciyla 7 primer ¢ifti kullanilmigtir. Her
primer ¢ifti sadece Fusarium spp ile iliskili biitin PCR fragmentleri farkli molekiiler
biiytlikliige sahip PCR firiinleri {irettigi belirlenmistir. PCR biitiin primerlerin karigimi
olan bir karisim kullanilarak yapilmistir. Calismada 2000 yilina ait 209 Fusarium
izolati ile 2001 yilina ait 145 izolat kullanilmigstir. Multipleks PCR sonucunda her iki
yilda da Bugday Basak Yanikligi Hastaligi’na en fazla F. graminearum’un neden
oldugu tespit edilmistir. Buna karsilik 1980 ve 1990 yillarinda yapilan bir arastirmada
ise Bugday Basak Yaniklik Hastaligi’na neden olan etmenin F. culmorum oldugu
rapor edilmistir. Tri-7 ve Tri-13 genlerinden elde edilen primerler deoxynivaleno ve
nivalenol toksin tretimi arasindaki farki ortaya koymak i¢in kullanilmigtir. 2001
yilinda elde edilen F. graminearum ve F. culmorum izolatlarinda NIV iiretiminde az

da olsa bir artis oldugu gozlenmistir.
2.7.Bugdayimn Molekiiler Analizleri ile lgili Calismalar

Bitkiler ile ilgili taksonomik ve filogenetik c¢alismalarda morfolojik,
sitogenetik analizler yapilmaktadir. Ozellikle 1slah galismalarinda bitkilerin genetik
yapisinin ve genetik farkliliginin bilinmesi ¢ok Onemlidir. Molekiiler markirlar
kullanilarak bitki cesitleri arasinda genetik farkliliklarin ortaya konulmasinda RAPD
analiz yontemi basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Dhar ve ark., 1997; Cao ve ark.,
2000).

Weining ve Langridge (1991), tahillarda genetik polimorfizimi belirlemek
amaciyla PCR analizleri yapmuslardir. Yapilan calismada, a-amilaz geni tasiyan
primerler kullanilmistir. Ornekler 45 dongiide 95 %C°del,5 dakika, 55 °C’de 2 dakika,
72 °C°de 2 dakika olacak sekilde gergeklestirilmistir. Ornekler son olarak 72 °C’de5
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dakika inkiibe edilmistir. Arastirmada kullanilan bugday ¢esitlerinin genetik haritasi
cikartilarak PCR polimorfik {riinler tespit edilmistir.

Devos ve Gale (1992), bugdayin genetik yapisini sistemini arastirmak
amaciyla RAPD-PCR analiz yontemini kullanmiglardir. Alinan sonuglara gore
polimorfizm homozigot tek kromozomlu rekombinant hatlarda ve selekte edilmis
yabanci genomik DNA’larda tespit edilmisti. RAPD-PCR’da Mg™, DNA
konsantrasyonu, polimeraz konsantrasyonu ve denaturasyon sicakligi sonuglar
tizerine etkili faktorler olarak bulunmustur. Bugdayda, homolog olmayan dominant
RAPD- PCR iiriinleri genetik haritalamada smirli kalmasimma ragmen degisiklige
ugramis tek kromozom veya kromozom segmentleri genotipik analizlerin
uygulamasinda kullanilabilmistir.

Bryan ve ark. (1998), hexaploid bugday ¢esitlerindeki degisimi tespit etmek
amaciyla PCR yontemi uygulayarak molekiiler diizeyde analizler yapmislardir.
Ornekler 43 dongii de 94 °C’de 3 dakika, 35 °C’de 1 dakika, 72 °C’de 2 dakika
olacak sekilde gerceklestirilmistir. Ornekler son olarak 72 °C’de 5 dakika inkiibe
edilmistir. Analiz sonuglarina gore, PCR yontemi oldukga hizli ve uygulama olanagi
olan bir yontem oldugu bildirilmistir.

Cao ve ark. (1998), kilgikli ve kil¢iksiz bugday cesitleri arasindaki genetik
farklilig1 arastirmak amaciyla RAPD analiz yontemini kullanmislardir. RAPD analiz
uygulamasinda 69 kilg¢ikli, 32 kilgiksiz bugday ¢esidi kullanilmis ve kilgiksiz bugday
cesitlerinin germplazminin kilgikli bugday c¢esitlerine gore daha farkli oldugu
belirlenmistir. Kilgikli bugdayin dendrograminda 4 bugday ¢esidinin hatlar1 kilgiksiz
bugday cesidi gibi grup halinde bulunmakta olup diger kilcikli bugday cesidinin
hatlar1 ise ayr1 sekilde goriintiilenmistir. Benzer sonu¢ RAPD analizinde de tespit
edilmistir. Bunun nedeninin bu hatlarin dublike olmasindan kaynaklanabilecegi
tahmin edilmistir.

Bildanova ve ark. (2002), alloplazmik bugday hatlarint RAPD ve RAMPO
(random amplified microsatellite polymorphism) metotlariyla analiz yapmiglardir. L-
16(1) ve L-17(2) hatlar1 3 geri melezleme ile, L-79(10) hatt1 arpa-bugday melezinin
Hordeum vulgare (2n=14) (varyete: Nepolegayushchii)XTriticum aestivum (2n=42)

(varyete: Saratovskaya 29) dort kez geri melezlemesi ile elde edilmistir. Bu hatlarin
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euploid oldugu kanitlanmistir (2n=42). Aneuploid bir hat olan L-9 hatti hibrit H.
geniculatum All. (2n=28)XT. aestivum (2n=42) (Pyrotrix 28)’in iki kez geri
melezlenmesiyle olusturulmustur. RAPD analiz sonuglarina gore L-16(1) ve L-17(1)
hatlar1 akraba bugday cesitlerinin 6rneklerinde oldugu gibi ilk basta fragmentler
olusturmaktadir fakat daha sonra bu fragmentler kaybolmus, ancak L-16(1) hattindan
bu fragment klonlanmistir. Primer yapilarin analizi L-16(1) hatlar1 ile bu hatta akraba
olan bugday genotipleri arasinda farkliliklar primerlerin baglandigr yerde
alleloplazmik hatlarin gelistigi esnada olusan mutasyonla iliskili olabilecegi
goriilmiistiir. RAPD analiz yontemiyle ile tespit edilen polimorfizm RAMPO
metoduyla daha belirgin bir sekilde tespit edilmistir.

Sun ve ark. (2003), 35 kighk bugday cesidinin genetik farkliliklart ve
bugdayda basak yanikligina neden olan F. graminearum’a karsi dayaniklilik
seviyesini belirlemek amaciyla RAPD analizi uygulamislardir. Calismada hastaliga
kars1 dayanikli ve duyarli bugday ¢esitleri arasindaki farkliligi ortaya koymak i¢in
160 primer kullanilmis ve polimorfik bantlar elde edilmistir. Analiz sonuglarina gore
RAPD analizi ile bugday ¢esitleri arasinda birbirine benzer, farkli bugday hatlar1 ile
Fusarium’a dayanikli bugday hatlar1 belirlenmis ve uygulanan 160 primerden 17
primerin polimorfik bantlar olusturdugu gézlenmistir. RAPD analiz sonuglarina gore
bugday c¢esitleri arasindaki genetik benzerligin 0,64-0,69 arasinda oldugu
belirlenmistir. UPGMA kullanilarak olusturulan dendrogram sonucuna gore 35
genotip 2 gruba ayrilmis ve bugday genotiplerinden H19;000, F2500 ve Blaaoo
hatlarinin Fusarium Basak Yanikligi’na kars1 dayanikli hatlar oldugu belirlenmistir.

Khan ve ark. (2005), 1993-2002 yillar1 arasinda Pakistan’da yetistirilen 20
bugday ¢esiti arasindaki genetik farkliligi ve akrabalik derecelerini arastirmak igin
RAPD analizini kullanmislardir. RAPD analizinde 42 adet primer kullanilmis ve her
cesit icin 184 bant olustugu belirlenmistir. Analiz sonuglarina, gore g¢esitlerin
cogunun birbirleriyle iliskili oldugu, cesitlerden sadece 6’sinda genetik farkliligin
oldugu tespit edilmistir. Cesitler arasinda RAPD varyasyonun ¢ok diisiik oranda
oldugu gozlenmistir. Bugday cesitlerinin 20’sinde gozlenen bantlarin %40,7’sinin
polimorfik oldugu goriilmiis ve bu polimorfik bantlarin %26,1° nin ¢ok daha sik

goriildiigii gézlenmistir. Bugday ¢esitlerinden elde edilen polimorfik bantlar, Yecora
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cesidi i¢in 0.67; C-250 ¢esidi icin 0.84 olarak tespit edilmistir. Yaklasik RAPD
analizindeki %1,4 degisim 69 yillik bugday 1slah ¢aligmalarinda sabitlenmis olabilir,

fakat bu tespitin istatistiki olarak farkli olmadig1 belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Calisma 2002-2005 yillar1 arasinda Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi
Bitki Koruma Boliimii, Biyoteknoloji Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir. Calismada
Adana ili ve ¢evresinde yetistirilen, 10 farkli bugday (Triticum aestivum L.) ¢esidi
(Adana 99, Amanos 97, Ceyhan 99, Cukurova 86, Geng 99, Panda, Seyhan 99, Sham
I, Seri 82, Yiiregir 89) arastirma ile ilgili denemelerde, bu c¢esitlere ait
olgunlasmamis embriyolardan elde edilen kalluslar in vitro seleksiyonda bitki
materyali olarak kullanilmistir. Ayrica Adana ili ve c¢evresindeki bugday
tarlalarindan izole edilen Fusarium graminerum ve Fusarium culmorum’a ait

izolatlar ile bunlara ait toksinler ¢alismada biyolojik materyal olarak kullanilmstir.

3.2. Metod

3.2.1. Hastalikh Bitki Orneklerin Toplanmasi, F. graminierum ve F. culmorum

izolatlarinin izolasyonu

Calismada fungal materyal olarak kullanilan, Bugday Basak Yanikligi’na
neden olan Fusarium tiirlerini izole etmek amaciyla Nisan-Mayis 2002 doneminde
Adana ili ve c¢evresinde bugday yetistiriciligi yapilan bolgelerde, hastalikla bulasik
oldugu diisiiniilen tarlalardan bitki kdk bogaz1 ve basaktan 6rnekler alinip polietilen
torbalar igerisinde laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara getirilen bitki
materyallerinden laboratuvar kosullarinda genel mikolojik yoOntemlere gore
funguslarin izolasyonu yapilmistir. Bu amacla, hastalikli oldugu diisiiniilen bugday
bitki doku pargalar1  %0,05 Tween-20 iceren %1 lik sodyum hipoklorid (NaOCI)
soliisyonu igerisinde 1 dakika, bugday taneleri ise yine ayni soliisyon igerisinde 10
dakika tutulmus ve ardindan 3 kez steril saf su ile yikandiktan sonra bitki
materyalleri steril petri kutular1 igerisine yerlestirilmis steril kurutma kagitlart

tizerinde bir siire tutulmak suretiyle kurutularak yiizeysel sterilizasyona tabii
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tutulmustur. Kurutulan taneler ve bitki doku parcalar1 daha onceden hazirlanip petri
kutularina dokiilmiis 100 mg/L streptomisin iceren Patates Dekstroz Agar (PDA)
ortami {izerinde kiiltiire almmuslardir (Ek 1) Kiiltiirfler daha sonra 26+1 °C
sicakliktaki inkiibatorde karanlik kosullarda inkiibe edilmistir. Ortam {izerinde
gelisen Fusarium izolatlar1 saflagtirilarak PDA ortami iizerinde tek spor izolasyonu
ile kiiltiire alinmistir. Survey calismasi sonucunda farkli alanlardan alinan her tarlaya

bir numara, ayn1 alandan alinan her bir bitki 6rnegine de ayr1 bir numara verilmistir.

3.2.2.izole Edilen Funguslarin Teshis Edilmesi

Saf kiiltlirleri elde edilen funguslardan preperatlar hazirlanarak 151k
mikroskobu (Olympus BX51T-32P01) altinda incelenmis, funguslarin spor sekilleri,
konidiofor yapilar1 gibi taksonomik oOzellikleri gozden gecirilmis Booth (1977);
Gerlach ve Nirenberg (1982) ve Nelson ve ark., (1983)’e gore teshisleri yapilmustir.
Ayrica izolatlarin teshisinde bu konuda calismis olan Do¢.Dr. Berna Tunali’nin

bilgilerinden de yararlanilmistir.

3.2.3. Tek Spor izolasyonu ve Funguslarin Muhafazasi

Saf kiiltiirii elde edilen Fusarium izolatlariin tek spor kiiltiirleri Booth
(1977) ve Nelson ve ark., (1983) ’e gore yapilmistir. Bu amagla steril bir lam {izerine
dort damla steril saf su damlatilmistir. Saf kiiltiirden 6ze ile bir parca misel alinarak
lam tizerindeki ilk su damlasi igerisinde iyice ezilmistir. Daha sonra 6ze yardimi ile
alman bir miktar su buradan alinarak ikinci su damlasina batirilarak karistirilmistir.
Ayni islem diger su damlalarinda da tekrarlanmistir. Dordiincii su damlasina batirilan
0ze daha sonra 5 cm capindaki petri kutusu igerisinde bulunan %1 su-agar {izerine
zikzaklar halinde ¢izilmistir. Petriler 26+1 °C sicakliktaki iklim odasinda karanlik

kosullarda 12-24 saat siire ile inkiibe edilmistir.
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Bu siire sonunda petriler 151k mikroskobu altinda incelenmis ve tek basina bulunan
¢imlenmis sporlar cam kalem ile isaretlenmistir. Daha sonra bu sporlar steril bir igne
yardimiyla alinmig ve PDA ortami iizerinde kiiltiire alinmistir. Buradan gelisen
miseller izolatlara ait tek spor kiiltiiriinii olugturmustur.

Izolasyon sonucu elde edilen izolatlar isimlendirilmis ve daha sonraki
calismalarda kullanilmak amaciyla iki farkli sekilde muhafaza edilmistir. 11k olarak,
izolatlara ait tek spor kiiltiirleri 15X120 mm boyutlarindaki cam deney tiipleri
icerisinde bulunan egik PDA ortamu iizerine inokule edilerek gelistirilmis ve +4
°C’de saklanmustir. ikinci saklama seklinde ise petri kutularina (9 cm gapinda)
dokiilen PDA ortami katilastiktan sonra ortam {izerine yaklasik 1-1,5 cm’
biiytlikliigiindeki steril filtre kagitlar1 yerlestirilmis ve bu petri kutularinin merkezine
tek spor kiiltiirlinden mantar delici ile alman disk pargalart konulmustur. Petri
kutular1 iklim odalarinda 25-26 °C’de karanlik kosullarda funguslarin yerlestirilen
filtre kagitlarinin {izerini tamamen kaplayincaya kadar inkiibe edilmislerdir. Bu siire
sonunda petri kutular steril bir ortamda acilarak fungus miselleriyle kaplanmais filtre
kagitlar1 bir pens yardimi ile alinip steril bir petri kutusuna konularak bir siire
kurutulmustur. Bunu takiben filtre kagit pargalar1 ependorf tiipleri igerisine
konularak iizerleri etiketlenmis ve daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere -20

%C’de muhafaza edilmislerdir.

3.2.4. F. graminearum ve F. culmorum’un Farkh Ortam ve Sicakhklardaki

Koloni Gelisiminin Belirlenmesi

F. graminearum ve F. culmorum’un en iyi gelistigi sicaklik ve ortami
belirlemek amaciyla yapilan arazi ¢ikislart ile laboratuvara getirilen bitki
materyallerinden izole edilen ve F. graminearum A-13 ve F. culmorum B-4 nolu
izolatlarinin Patates Dekstroz Agar (PDA), Malt Ekstrakt Agar (MEA), Czapeck-
Dox Agar, Sabouraud Agar ve Sentetik Niitrient Agar (SNA) olmak {izere bes farkl
kati ortam iizerinde ve 20, 25, 30 °C olmak iizere i¢ farkli sicakliktaki koloni

gelisimleri belirlenmistir.
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Cizelge 3.1°de igerikleri verilen ortamlarin her birinden 80 ml hazirlanarak 250
ml’lik erlenler igerisine konulmus ve 121°C’de 1.2 atmosfer basing altinda 20 dakika
otoklav edilmis ve daha sonra 9 cm capli petri kutularina yaklasik 20 ml olacak
sekilde dokiilmiistiir. Daha once PDA ortami iizerinde kiiltiire alinarak gelistirilen
funguslardan 0.6 cm capindaki mantar delici ile diskler alinmis ve bu diskler
hazirlanan ortamlarin merkezine gelecek sekilde yerlestirilmistir. Deneme her petri
kutusu bir tekerriir olacak sekilde 4 tekerriirlii olarak kurulmustur. Petri kutulart 20,
25 ve 30 °C sicakliktaki inkiibatorlerde karanlik kosullarda inkiibe edilmislerdir.
Inkiibasyonun 1., 3., 5. ve 7. ginlerinde fungusun koloni ¢ap1 &lgiilerek
kaydedilmistir. Sonuglara varyans analizi uygulanmis ve Duncan ¢oklu karsilagtirma

testi ile degerlendirilmistir.

3.2.5. Bugday Basak Yamkhg1 Hastaligi’na Neden Olan F. graminearum ve F.

culmorum izolatlarinin Patojenitelerinin Belirlenmesi

3.2.5.1. Konukgu Bitkinin Yetistirilmesi

F. graminearum ve F. culmorum’a ait izolatlarin patojenitelerinin
belirlenmesi i¢in bitki materyali olarak Seri 82 bugday cesidi kullanilmistir. Seri 82
bugday c¢esidi tohumlari her saksiya 5 tohum gelecek sekilde 10X15 cm
boyutlarindaki saksilara doldurulmus metil bromid ile steril edilmis 1:1:1 kum:
toprak: tirgiip tasi karigimina ekilmistir. Bitkiler 25+1°C sicaklikta 16 saat
aydinlatmal1 (10.000 liix) iklim odasinda gelistirilmistir.
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3.2.5.2. F. graminearum ve F. culmorum’un Spor Siispansiyonlarinin

Hazirlanmasi

Teshisi yapilan F. graminearum ve F. culmorum’a ait izolatlar once petri
kutular1 icerisinde bulunan kati PDA ortami iizerinde 24+1°C’de 10 giin siire ile
gelistirilmislerdir. Bu siirenin sonunda iizerinde fungus gelismis olan her bir petri
kutusu tizerine 10 ml steril destile su ilave edilerek bir spatula yardimi ile miseller
kazinarak fungus spor silispansiyonu hazirlanmistir. Daha sonra bu siispansiyon bir
tiilbentten gecirilmis ve 2000 devir/dakika’da 5 dakika santrifiijj edilerek
coktiirilmiistiir. Pellet %0,05 Tween-20 igeren Patates Dekstroz (PD) ortami ile
sulandirilarak  izolatlara ait spor siispansiyonlart  hazirlanmistir.  Spor
stispansiyonlarindan alinan 6rneklerde Thoma Camu kullanilarak sayimlar yapilmis

ve siispansiyon istenilen spor konsantrasyonuna ayarlanmstir.

3.2.5.3 Patojenite Testi

F. graminearum’ a ait 16 adet ve F. culmorum’a ait 10 adet izolatin 25+1° C
sicaklikta patojenitelerinin belirlenmesi i¢in Seri 82 bugday bitkisi kullanilmistir.
Her bir izolat i¢in 3.2.5.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan 15 ml spor siispansiyonu
(1X10° spor/ml) 12 giinliik bugday bitkilerinin koklerine dokiilerek bitkiler inokule
edilmistir. Kontrol olarak kullanilan bitkilere ise sadece ¢esme suyu uygulanmustir.
Uygulamadan sonra bitkiler su ile nemlendirilmis polietilen torbalar igerisine
konularak agizlar1 kapatilmis ve 25+1° C sicaklik, %70+5 nem, giinliik 16 saat
aydinlik/8 saat karanlik kosullara ayarlanmig iklim odasinda 60-72 saat kapali
birakilmistir. Bu silirenin sonunda torbalar bitkiler iizerinden uzaklastirilmis ve ayni
iklim odasinda muhafaza edilmistir (Carter ve ark., 2002). Deneme her bir bitki bir
tekerriir olacak sekilde 4 tekerriirlii olarak kurulmustur. Inokulasyondan 17 giin sonra
hastalik siddeti ve patojenite degeri Simson ve ark., (2000)’e gore belirlenmistir.
Sonuglara varyans analizi uygulanmis ve ortalamalar Duncan ¢oklu karsilagtirma

testi ile karsilastirilmastir.
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3.2.5.4. Baz1 Bugday Cesitlerinin F. graminearum ve F. culmorum’a Karsi Sera

ve Saks1 Kosullarindaki Reaksiyonlarinin Belirlenmesi

3.2.5.3 “de belirtildigi sekilde yapilan patojenite denemesi sonucunda en iyi
sonucu veren F. graminearum’un A-13 ve F. culmorum’un B-4 izolatlar1 sera ve
sakst kosullarinda yetistirilmis bugday bitkilerine uygulanmiglardir. In vitro
seleksiyonda kullanilan bugday cesidini belirlemek amaciyla 10 bugday cesidi
(Adana 99, Ceyhan 99, Cukurova 86, Seyhan 95, Panda, Geng¢ 99, Seri 82, Yiiregir

89, Amanos 97, Shaml) ile tarla ve sakst denemeleri kurulmustur.

S PEC——— —

Sekil 3.1: Bazi bugday cesitlerinin Fusarium Basak Yanikligi Hastaligi’na karsi
reaksiyonlarmin testlenmesi i¢in kurulan sera denemesinden genel bir
goriinim: Uygulamada kullanilan bugday bitkileri i¢in hazirlanmig parsel
alani
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3

Sekil 3.2: Bazi bugday cesitlerinin Fusarium Basak Yanikligi Hastalii’na karsi
reaksiyonlarinin belirlenmesi i¢in sera kosullarinda (a) ve torbalarda
yetistirilmis bugday bitkileri (b)

Denemede kullanilan 10 bugday c¢esidinin tohumlar1 Ekim 2002°de 450
tane/m” gelecek sekilde plastik torbalara ve serada topraga ekilmistir. Bugday
tohumlar1 serada 30cmX60cm boyutlarindaki parsellere ekilmistir (Sekil 3.1). Plastik
torbalarda toprak olarak metil bromid ile steril edilmis 1:1:1 kum: toprak: iirgiip tas1
karisimi kullanilmistir. Sera ve saksilarda olusan bu bitkilere normal bakim islemleri

uygulanmis, gerektiginde sulama, giibreleme ve diger bakim islemleri yapilmistir

(Sekil 3.2).
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Bugday bitkileri basak olusturma asamasinda c¢igeklenmenin tam oldugu
zaman F. graminearum A-13 ve F. culmorum B-4 izolatlarindan hazirlanan spor
siispansiyonu 1X10° spor/ml olarak ayarlanarak sera ve saksi igerisinde yetistirilen
bitkilerin bagaklarina sabahin erken saatinde uygulanmistir. A-13 ve B-4
izolatlarindan hazirlanan spor siispansiyonu bir komprosor yardimiyla bitkinin her
tarafi 1slanacak sekilde piiskiirtiilmiistiir. Kontrol bitkilere %0.05 Tween-20 iceren su
puskiirtiilmiistiir. Basaklar 48 saat nemli plastik torba icerisinde tutulmustur. Bu
siirenin sonunda torbalar ortamdan uzaklastirilmistir. Deneme 3 tekerriirlii olarak
kurulmus ve her bir 6rnekte 10 tane basak kullanilmistir (Sekil 3.3). Uygulamadan
sonra 10, 14, 18, 22 ve 26 giin sonra bitkilerde hastalik siddeti saptanmistir. Bunun
icin 1-9 skalasi kullanilmistir (Miedaner ve ark., 2001).
l1: basaklarda simptom yok, 2: basaklarin <%S5’1 infekteli, 3: basaklarin %6-
15’infekteli, 4: basaklarin %16-25’1 infekteli, 5: basaklarin % 26-45’1 infekteli, 6:
basaklarin % 46-65’1 infekteli, 7: basaklarin % 66-85’1 infekteli, 8: basaklarin % 86-
95’1 infekteli, 9: basaklarin >% 96’s1 infekteli.

Her saksidaki infekteli ve infekteli olmayan basaklar alinmis, taneler ayrilmis
ve bin tane agirliklar1 ve bin tane agirliginda azalma orani hesaplanmistir. Hasat
sonrasi elde edilen hastalikl1 ve saglikli bugday taneleri 4 kez 100’er adet sayilarak
hassas terazide tartilmig ve ortalamasi 10 ile carpilarak 1000 tane agirlig

hesaplanmistir. Bin tane agirligindaki azalma orani ise;

(Kontrolde 1000 TA)-(Hastalik uygulanms 1000 TA) X 1000

Kontrolde 1000 tane agirhgi

(TA: tane agirhg)

Sonuglara varyans analizi uygulanmis ve ortalamalar Duncan ¢oklu

karsilastirma testi ile karsilagtirilmugtr.
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3.2.6. In vitro Seleksiyon
3.2.6.1. In vitro Seleksiyonda Kullanilan Bitki Materyalinin Elde Edilmesi
3.2.6.1.1.0lgunlasmamis Bugday Taneleri ve Embriyolarmin Kiiltiirii ve

Embriyogenik Kalluslarin Elde edilmesi

3.2.5.4°de in vitro seleksiyonunda kullanilacak bugday ¢esitlerini belirlemek
amaciyla yapilan sera ve saksi denemelerinde kullanilan bugday ¢esitlerinin A-13 ve
B-4 Fusarium izolatlarina karsi gostermis olduklari tepkilere gore, Adana 99, Geng
99 ve Seri 82 bugday cesitleri belirlenmistir. Tozlanmadan 14, 16 ve 18 giin sonra
Adana 99, Geng¢ 99 ve Seri 82 bugday cesitlerinin basaklarindan olgunlasmamis
bugday taneleri alinarak %70’lik alkol icerisinde 1 dakika bekletildikten sonra
%0.1°1ik Tween-20 (polyoxethylene sorbitan monolaurate), %10’luk ticari sodyum
hipoklorid (NaOCI) c¢ozeltisi igerisinde 20 dakika g¢alkalanmis ve bunu takiben
tohumlar 3 kez steril destile su ile yikanarak yiizeysel sterilizasyon islemi
tamamlanmistir. Bu sekilde steril edilen olgunlagsmamis bugday taneleri steril kabin
icerisinde filtre kagitlar1 iizerinde 15-20 dakika bekletilerek bugday taneleri
tizerindeki fazla suyun alinmasi saglanmistir. Kuruyan tanelerin bir kisminin
embriyolar steril kosullarda bir pens ve bistiiri yardimiyla ¢ikarilarak her petri
kutusuna 30 olgunlasmamis embriyo olacak sekilde %3 sakkaroz; %0.2 fitojel ve 2
mg/L 2.4-D+0.1 mg/L Absisik asit+100 mg/L kazein hidrolizat+500 mg/L glutamin
iceren pH 5.8 olacak sekilde ayarlanmis kat1 MS (Murashige ve Skoog, 1962) (Ek 2)
ortami iizerinde karanlik kosullarda 26+1 °C’ye ayarlanmus bir inkiibatér igerisinde

kiltiire alinmistir (Sekil 3.4 a).
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Sekil 3.3: F. graminearum A-13 ve F. culmorum B-4 izolatlar1 ile inokule edilmis
sera kosullarinda (a) ve torbalarda yetistirilmis bugday basaklar (b).

Denemede kullanilacak bugday ¢esitlerinden embriyogenik kallus elde etmek
icin olgunlasmamis bugday taneleri her petri kutusuna 30 adet bugday tanesi olmak
iizere, tanelerin karin ¢izgileri ortam yiizeyi ile temas edecek sekilde ayni ortam
lizerinde kiiltiire alimmustir (Sekil 3.4 b). Kiiltire alindiktan 4 hafta sonra
olgunlasmamis bugday taneleri ve olgunlagsmamis embriyolarin % kallus olugsurma
orani belirlenmistir. Olgunlagmamis bugday embriyolarindan % kallus olusum orani
her petri kutusundaki kallus olusturan tanelerin petri kutusundaki toplam tane
sayisina oranlanip 100 ile ¢arpilmasiyla elde edilmistir. Bugday tane ve embriyolari
tizerinde gelisen embriyogenik kalluslar bir pens yardimiyla tanelerden ayrilarak ayni
ortamlar iizerinde alt kiiltire alinmustir. Kalluslar karanlik kosullarda 261 °C
sicaklikta dort haftada bir ayni ortamlar iizerinde altkiiltiire alinarak muhafaza

edilmislerdir.
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Sekil 3.4: Adana 99 bugday ¢esidinden alinan olgunlagsmamis embriyo (a) ve bugday
tanelerinin (b) 2.4-D iceren MS ortamu iizerinde kiiltlire alindiktan sonraki
gorinimdu.

3.2.6.1.2. Olgunlasmms Bugday Embriyolarimin Kiiltiirii ve Embriyogenik
Kalluslarin Elde Edilmesi

In vitro seleksiyonda kullanilan bugday cesitlerini belirlemek amaciyla
yapilan sera ve sakst denemelerinde A-13 ve B-4 Fusarium izolatlarina karsi
gostermis olduklart tepkilere gore secilen Adana 99, Geng 99 ve Seri 82 bugday
cesitlerinin olgunlagsmis bugday taneleri %70’lik etil alkolde icerisinde 2 dakika
stireyle bekletildikten sonra %0.1°lik Tween-20, %15°lik ticari sodyum hipoklorid
(NaOCl) ¢ozeltisi igerisinde 20 dakika calkalanarak yiizeysel sterilizasyona tabii
tutulmus ve daha sonra 3 kez steril destile su ile yikanmistir. Bu sekilde yiizeysel
sterilizasyona tabii tutulmus ve bugday taneleri steril su icerisinde oda sicakliginda
10 saat siireyle sisirilmeye birakilmistir. Sisirilmis taneler, steril kabin igerisinde
petri kutular1 igerisindeki steril filtre kagidi lizerinde 15-20 dakika bekletilerek
bugday tanelerinin {izerindeki fazla suyun alinmasi saglanmistir. Kuruyan tanelerin
embriyolar1 steril kosullarda bir pens ve bistliri yardimiyla ¢ikarilarak her petri
kutusuna 30 adet olgunlagmis embriyo olacak sekilde %3 sakkaroz; %0,. fitojel ve 2
mg/L 2.4-D+0,1 mg/L Absisik asit+100 mg/L kazein hidrolizat+500 mg/L glutamin
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iceren pH 5.8 olarak ayarlanmis kati MS ortami {izerinde karanlik kosullarda 26+1
°C sicaklikta kiiltiire alinmustir (Sekil 3.5). Kiiltire alindiktan 4 hafta sonra
olgunlagsmis bugday tanelerinin embriyolarindan % kallus olusum oran1 3.2.6.1.1.’de
anlatildig1 gibi hesaplanarak elde edilmistir. Bugday embriyolar1 lizerinde gelisen
embriyogenik kalluslar bir pens yardimiyla tanelerden ayrilarak ayni ortamlar
iizerinde altkiiltiire alinmustir. Kalluslar karanlik kosullarda 26+1 °C sicaklikta dort

haftada bir ayn1 ortamlar {izerinde altkiiltiire alinarak muhafaza edilmislerdir.

Sekil 3.5: Seri 82 bugday ¢esidinden alinan olgunlasmis embriyolarin 2.4-D igeren
MS ortamu {izerinde kiiltiire alindiktan sonraki goriiniimii.

3.2.6.1.3. Embriyogenik Bugday Kalluslarindan Bitki Regenerasyonu

Bugday Basak Yanikligit Hastaligi’na karsi, somaklonal varyasyondan
yararlanarak in vitro seleksiyonla bugday kalluslarindan dayanikli hatlarin segilmesi
icin, kalluslardan bitki regenerasyonu i¢in degisik hormonlar igeren ortamlar
denenmistir. Bu amagla, Geng 99 bugday c¢esidinin embriyogenik kalluslar1 bitki
regenerasyonu i¢in MS+ 0.1 mg/L indol asetik asit (IAA)+ 1 mg/L Benzil amino
purin (BAP)+ 1 mg/L kinetint+ %3 sakkaroz, MS+ 1 mg/L IAA+ 1 mg/L zeatin+%3
sakkaroz ve MS+0.5 mg/L IAA+1 mg/L BAP+ %2 sakkaroz iceren kati ortamlar

tizerinde kiiltiire alinmigtir. Her petri kutusuna yaklasik 6 kallus parcast konulmus ve
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inkiibasyon siiresi sonucunda bu kallus pargalar1 iizerinde olusan bitkicikler
sayilarak bitki regenerasyon oran1 Gonzales ve ark.,(2001) na gore hesaplanmaigstir.
Buna gore;
5X(1-5 K)+10X (6-10 K)+15X(K>10)
KM

(K: siirgiin veren kallus sayis1;; KM: Toplam kallus sayisi )

Regenere olan bitkiler daha sonra 2 MS+1mg/L NAA+ %2 sakkaroz iceren
ortamlar lizerinde koklendirilmistir. K6k olusumunu tamamlayan bitkiler daha sonra
toprak:kum:¢iftlik  giibresi karigimint igeren saksilara aktarilmistir.
Evapotranspirasyonu onlemek i¢in bitkiler polietilen plastik torbalar ile kapatilarak
altinda 7-10 giin siire ile 2242 °C’de bekletilmistir. Bu siirenin sonunda torbalar

acilarak bitkinin dogal kosullara adaptasyonu saglanmstir.

3.2.6.2. F. graminiarum ve F. culmorum Kiiltiir Filtratlariin Elde Edilmesi ve

Fusarik Asitin Hazirlanmasi

3.2.1., 3.2.2 ve. 3.2.5.3’ de belirtildigi sekilde izole edilen ve patojenite testi
denemelerinde en iyi sonucu veren F. graminearum’un A-13 ve F. culmorum’un B-4
nolu izolatlarindan kiiltiir filtrat1 elde edilmistir. Bunun i¢in erlenmayerler (250 ml)
icerisinde 75 ml sivi PDA ortami hazirlanmig, 121 C”de 1.2 atm basing altinda 20
dakika otoklav edilip oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra Fusarium
izolatlarinin petri kutular igerisindeki kiiltlirlerinden 3 adet 8 mm ¢apinda fungus
diskleri ile inokule edilmistir (Sekil 3.6). Erlenmayerler karanlik kosullarda 25+1 C°
sicakliktaki inkiibator igerisinde 21 giin siire ile inkiibe edilmistir. Bu sekilde elde
edilen fungus siispansiyonu bir tiilbentten gecirilmis ve daha sonrada fungus misel ve
sporlarin1 uzaklastirmak icin kagit filtreden (Whatmann 3MM ) gecirilmistir. Elde
edilen kiiltiir filtrat1 pH 5.8 e ayarlandiktan sonra steril kosullarda milipor filtreden
gecirilerek (0.22 puM) soguk sterilizasyona tabii tutulmus ve +4 C”de saklanmustir
(Badea ve ark., 1997). Bu sekilde elde edilen kiiltiir filtrat1 in vitro seleksiyonda

kullanilmastir.
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Fusarik asit (Sigma) ise methanol icerisinde ¢oziildiikten sonra {izerine saf su
ilave edilerek 0.22 pM por genisligine sahip filtreden gegirilerek soguk

sterilizasyona tabii tutulmus ve kullanilincaya kadar +4 C”de saklanmustir.

Sekil 3.6: F. culmorum (B-4) ve F. graminearum’dan (A-13) kiiltiir filtrat1 elde
etmek i¢in hazirlanan fungal siv1 kiiltiir

3.2.6.2.1. In vitro Seleksiyonda Kullamlan Kiiltiir Filtrati Konsantrasyonunun

Saptanmasi

F. graminearum A-13 ile F. culmorum B-4 izolatlarindan elde edilen ve in
vitro seleksiyonda kullanilan kiiltiir filtrati konsantrasyonunun saptanmasinda bitki
materyali olarak 10-15 giinlik domates fideleri (Lycopersicum esculantum L.), 10-12
giinliik bugday fideleri (Triticum aestivum cv. Seri 82) ve 6-10 yaprakli Samsun NN
(Nicotiana tabaccum var. Samsun NN) tiitiin yapraklar1 kullanilmistir.
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Izolatlardan elde edilen kiiltiir filtratt 1/10, 1/20, 1/30, 1/40, 1/50, 1/60, 1/70,
1/80, 1/90, 1/100 oranlarinda 1.5 ml’lik eppendorf tiipleri icerisinde sulandirilarak
icerisine bugday bitkileri ve domates fideleri yerlestirilmistir. Nem ¢emberinde. 25+1
C%de inkiibe edilen domates fideleri 15-20 saat sonra sonuglar degerlendirilmistir.
Buna gore fidelerin gozle goriiliir solgunluk simptomlari, 0-8 skalasina gore
degerlendirilmistir (Nadel ve Spiegel-Roy, 1987). Daha sonra kiiltiir filtratinin skala
degerlerinden hastalik siddeti (indeks degeri) ve hastalik yiizdesi hesaplanip LDs
(lethal doz) degerleri hesaplanarak standardize edilmistir. Sonuglara varyans analizi
uygulanmis ve Duncan coklu karsilastirma testi ile degerlendirilmistir. Negatif
kontrol olarak su kullanilmistir.

10-12 giinliik bugday fideleri yukarida aciklandig1 gibi kiiltiir filtrat1 iceren
1.5 mI’lik ependorf tiiplerine konulduktan 3 giin sonra gozle goriiliir solgunluk 0-9
arasinda hazirlanan bir skalaya gore degerlendirilmis (Lijuan ve ark., 1991) ve
yukarida belirtildigi gibi LDs, degerleri saptanmustir.

Kiiltiir filtratinin 1/10, 1/20, 1/30, 1/40 oranlarda sulandirilmis soliisyonlar1
Samsun NN tiitiinlinlin gelismis yapraklarmin parankima dokusuna bir siringa ile
enjekte edilmistir. Inkiibe edilmis bitkiler bir hafta sonra gostermis olduklari

reaksiyonlara gore degerlendirilmistir.

3.2.6.2.2. In vitro Seleksiyonda Kullamilan Optimum Kiiltiir Filtrati ve Fusarik

Asit Konsantrasyonlarimin Kalluslar Kullanilarak Saptanmasi

3.2.6.2.1.’de ifade edildigi gibi bitkilerde olusan solgunluk simptomlarina
gore sonuglar degerlendirilip lethal doz belirlendikten sonra kiiltiir filtratinin %10,
%20, %30, %40 ve % 50 sulandirma oranlar1 ile alinarak kallus seleksiyonu igin
uygun olan toksinin lethal dozlar1 belirlenmistir (Lijuan ve ark., 1991). Seleksiyon
siirecinde Geng 99 bugday ¢esidinden elde edilen kalluslar kullanilmistir. Fusarium
kiiltiir filtrat: otoklav edilmis 45 °C” ye kadar sogutulup kallus ortamu igerisine belirli
konsantrasyonlarda ilave edilmistir. 3.2.6.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan kiiltiir

filtratinin %10, %20, %30, %40 ve % 50 oranlarinda sulandirilarak hazirlanmis
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konsantrasyonlari, otoklav edilmis %3 sakkaroz; %0.8 agar ve 2 mg/L 2.4-D iceren
pH 5.8 olarak ayarlanmus 40-50 °C sicakliktaki kati MS ortami igerisine ilave
edilmistir. Kontrol olarak %3 sakkaroz; %0.8 agar ve 2 mg/L 2.4-D iceren pH 5.8
olarak ayarlanmig kati MS ortami kullanilmigtir. Bu ortam {izerine kalluslar kiigiik
parcaciklar halinde (15-20 mg) yerlestirilmis ve karanhk kosullarda 26+1 °C’de
kiiltiire alinmigtir. Kiiltiire alinan kalluslar kiiltiire alinmalarindan yaklasik 4 hafta
sonra gelisme durumlarina gore degerlendirilmistir.

Fusarik asit ise, 0.01, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1 mM
oranlarinda otoklav edilmis ve 45 °C’ ye kadar sogutulmus kallus ortami igerisine
ilave edilmistir. Kontrol olarak, %3 sakkaroz; %0.8 agar ve 2 mg/L 2.4-D igeren pH
5.8 olarak ayarlanmig katt MS ortami kullanilmistir. Bu ortam iizerine kalluslar
kiiciik parcaciklar halinde (15-20 mg) yerlestirilmis ve karanlik kosullarda 26+1
%C>de kiiltiire alinmustir. Kontrol olarak %3 sakkaroz; %0.8 agar ve 2 mg/L 2.4-D
iceren pH 5.8 olarak ayarlanmis katt MS ortami kullanmilmistir. Kiiltiire alinma
isleminden dort hafta sonra kalluslarin gelisimine gore degerlendirme yapilmustir.

Degerlendirme hazirlanan skalaya gore yapilmistir. 1: kahverengilesme yok,
2: kallus ylizeyi hafif kahverengilesmis, 3: kallus kismen kahverengilesmis, 4: kallus
kahverengilesmis ve kallus gelisimi sinirli, 5: kallus tamamiyla kahverengi ve
gelisme yok. Denemeler tesadiif parselleri deneme deseninde 4 tekerriirlii olarak
kurulmustur. Daha sonra kiiltiir filtrati skala degerlerinden hastalik siddeti ve
hastalikli kallus yiizdesi hesaplanip LDsy degerleri hesaplanarak standardize
edilmistir. Sonuglara varyans analizi uygulanmig ve Duncan ¢oklu karsilagtirma testi

ile degerlendirilmistir.
3.2.7. In vitro Seleksiyon Siireci
3.2.7.1. In vitro Seleksiyonda Kalluslarin Kullanimi
Lethal dozlar1 belirlendikten sonra Fusarium izolatlar1 A-13, B-4’den elde

edilen kiiltiir filtrat1 ve fusarik asit lethal dozlar1 esas alinarak 3.2.6.2.2” de anlatildig:

sekilde kallus ortam igerisine ilave edilmistir. Bu sekilde elde edilen kiiltiir filtrati ve
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fusarik asit igeren ortamlar petri kutularina (9 cm c¢apinda) 20 ml olacak sekilde
dokiiliip ortam katilasincaya kadar bekletilmistir. Her petri kutusuna her biri yaklasik
15-20 mg olacak sekilde 20-30 adet kallus pargasi yerlestirilmistir. Bunlar 4-5 hafta
siire ile karanlik kosullarda 26+1 °C sicakliktaki iklim odalarinda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra baslangic agirliklar1 ile son agirliklari arasindaki farktan
biiyime miktarlar1 hesaplanmis, kalluslarin gelisimine gore degerlendirme
yapilmistir. Degerlendirme 0-5 skalas1 kullanilarak 5 kategoride yapilmis, kiiltiir
filtrat1 ve fusarik asite ragmen gelisme gosteren kallus parcaciklar1 segilerek siirekli
olarak ayni kiiltiir filtrat1 ve fusarik asit konsantrasyonuna sahip ortamda dort haftada
bir toplam dort kez alt kiiltiire alinmistir. Kontrol olarak kiiltiir filtrat1 ve fusarik asit
icermeyen kallus ortami kullamilmistir (Badea ve ark.,1997) Denemeler tesadiif
parselleri deneme deseninde 5 tekerriirlii olarak kurulmustur. Sonuglara varyans
analizi uygulanmig ve Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile degerlendirilmistir.

Canli kalan kalluslar bitki regenerasyonu icin MS+0.5mg/L TAA+1mg/L
BAP+ %2 sakkaroz igeren kati MS ortami {izerinde kiiltiire alinmistir. Regenere olan
bitkiler daha sonra kok olusumunun tesviki i¢in 2 MS+1mg/L NAA+ %2 sakkaroz
iceren ortamlar iizerinde kiiltiire alinmiglardir. Kok olusumunu tamamlamis bitkiler
bunu takiben toprak:kum:¢iftlik giibresi karisimina aktarilmis ve tizerleri bir hafta
siire ile gecirgen polietilen plastik bir torba ile kapatilarak bitkiciklerin dogal

kosullara adaptasyonu saglanmistir

3.2.8. Kiiltiir Filtrati ve Fusarik Asit’in Tohum Cimlenmesi Uzerine Etkisi

Denemede kullanilan 3 bugday cesidinin taneleri %70’lik alkol igerisinde 1
dakika bekletildikten sonra %0.1 Tween-20 (polyoxethylene sorbitan monolaurate)
iceren % 5’lik ticari sodyum hipoklorid (NaOCI) soliisyonu igerisinde 10 dakika
bekletilmis ve bunu takiben tohumlar 3 kez steril destile su ile yikanmustir. Yiizeysel
sterilizasyona tabii tutulmus bugday taneleri steril kosullarda steril kurutma kagidi
tizerinde bir siire bekletilerek iizerindeki fazla su alinmistir. Kuruyan taneler %30
oraninda sulandirilmis F. graminearum, F. culmorum kiltiir filtratt ve 0.3mM

Fusarik asit %1 su-agar ortamu icerisine ilave edildikten sonra hazirlanan MS ortami
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iizerinde her petriye 25 bugday tohumu olacak sekilde kiiltiire alinarak 16+1 °C’de
inkiibe edilmistir (Sekil 3.7). Inkiibasyondan 48 saat sonra kontroldeki tanelerin %
80’1 ¢imleninceye kadar hergiin ¢imlenen tane sayist sayilmistir. Kontrol olarak
bugday taneleri sadece %1 su-agar ortami iizerinde kiiltiire alinmistir. Deneme
sonucunda sonuglara varyans analizi uygulanmis ve Duncan ¢oklu karsilastirma testi

ile degerlendirilmistir.

Sekil 3.7: Kiiltiir filtrat1 ve fusarik asitin tohum ¢imlenmesi iizerine etkisinin
arastirildigr denemeden bir goriiniim

3.2.9. F. graminearum ve F. culmorum’a ait izolatlarin Molekiiler Analizlerinin
Yapilmasi

3.2.9.1. DNA izolasyonu

Adana ili ve ¢evresinden bugday tarlalarindan toplanan hastalikli bitki
orneklerinden elde edilen 10 adet F. graminierum ve 10 adet F. culmorum’a ait
izolatlar arasindaki genetik farkliliklar1 belirlemek i¢in RAPD analizi (Randomly
Amplified Polimorphic DNA) yapilmistir (Walker, 2001). Analiz yapabilmek i¢in
once fungus misellerinden DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu amagcla her bir

izolat dnce petri kutular igerisinde bulunan PDA ortamu iizerinde kiiltiire alinarak
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gelistirilmistir. Daha sonra bu kiiltiirlerden mantar delici (korkbohrer) yardimu ile
alman 0,6 cm capindaki misliyal 5 disk, 250 ml’lik erlenmayerler igerisinde
hazirlanmis 75 ml steril sivi PD ortaminin inokule edilmesinde kullanilmistir.
Ortamlar daha sonra 26+1 °C sicakliktaki iklim odasinda dakikada 120 dk/devir
calisan bir calkalayici (Edmund Biichler) iizerinde karanlik kosullarda 4 giin siire ile
inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda erlenmayerler igerisindeki fungus siispansiyonlari
70 mm c¢apindaki kagit filtreden (Schleicher&Schuell) gecirilmesiyle filtre iizerinde
kalan miseller, DNA Izolasyonunda kullanilmistir. DNA Izolasyonlar1 Peever ve ark.
(1999)’na gore asagidaki sekilde yapilmistir.

1. DNA Izolasyonunda, fungus miselinden yaklasik 200 mg alinarak 1.5 ml
lik ependorf tiipler igerisine konulmus ve iizerine sivi azot eklenerek plastik ¢ubuklar
yardimiyla toz haline getirilmistir.

2. Her tiipe 400ul lysis buffer (Ek 3) ilave edilmis toz halindeki fungal
materyal solusyon igerisinde ¢oziilmiistiir. Daha sonra tekrar 400 ul lysis buffer
tiipler igerisine ilave edilmistir. Tiipler elde 5-10 saniye karistirildiktan sonra 65 °C
sicaklikta su banyosu igerisinde 45 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra 4°C’de
calisgan sogutmali santrifiijde (Sigma 522) 10.000 devir/dakika hizda 15 dakika

santrifiij edilmistir. Ust stvimin 625 ul’si yeni tiiplere aktarilmistir.

3. Her tiip igerisine 200 pl 8 M potasyum asetat ilave edilmistir. Vorteksle
kisa siire karistirildiktan sonra —20 °C’de 5-10 dakika bekletilmistir. Daha sonra
10.000 devir/dakika hizda 20 dakika santrifiij edilmistir.

4. Siipernatantin 600 ul’si temiz mikrosantrifiij tliplere aktarilmis ve 800 pul
fenol:kloroform:isoamilalkol ~ (25:24:1) ilave edilerek 5-10 saniye elde
karistirilmistir. Daha sonra karigim 10.000 devir/dakika hizda 10 dakika santrifiij
edilmistir.

5. Sipernatantin = 600 ul’si  yeni tiiplere aktarilmis 800 pul
fenol:kloroform:isoamilalkol ~ (25:24:1) ilave edilerek 5-10 saniye elde
karistirilmistir. Daha sonra karigim 10.000 devir/dakika hizda 10 dakika santrifiij

edilmistir.
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6. Ust stvidan 600 ul alinarak yeni tiiplere aktarilmis ve iizerine 800 pl
kloroform:isoamilalkol (25:24:1) ilave edilerek karistirilmis ve aymi devirde 10
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra seffaf iist sividan dikkatlice 350 pl
alinarak yeni mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmstir.

7. Tiiplere 1/10 hacim 5 M NaCl ve 2 hacim %100 Etilalkol (EtOH) ilave
edilerek yavasca karistirilmstir. Daha sonra 6rnekler —20 °C’de 1 saat bekletilmis ve
bunu takiben 10.000 devir/dakika hizda 10 dakika santrifiij edilmistir.

8. Santrifiijden sonra tiiplin dip kisminda olusan pelletlerin {izerlerine 500 ul
steril destile su ilave edilmis ve pelletler ¢oziiliinceye kadar elde karistirilmistir. Ayni
tiiplere 350 ul polietilen glikol (PEG) solusyonu (Ek 4) ilave edildikten sonra bir
siire karigtirlmus ve 4 °C°de 1 gece bekletilmistir.

9. Bu siirenin sonunda 6rnekler 10.000 devir/dakika hizda 10 dakika santrifiij
edilmistir.

10. Olusan pelletler 50 pul TE soliisyonu (Ek 5) ilave edilerek ¢oziilmiistiir.
Bunu takiben son konsatrasyonu 20 pg/ml olacak sekilde RNase ilave edilmis ve 37
0C’de1-2 saat siireyle inkiibatorde inkiibe edilmistir.

11. Daha sonra 6rnekler iizerine 250 pl steril su, 30 ul 5 M NacCl (1/10 hacim)
ve 600 ul EtOH ilave edilmis —20 C’de 1 saat bekletilmistir. Bunu takiben drnekler
10.000 devir/dakika hizda 10 dakika santrifiij edilmistir.

12. Son olarak {ist s1v1 dokiilmiis ve tiipler 0,5 ml %70 EtOH ile yikanarak
steril kabinde bir silire kurutulduktan sonra 40 ul TE buffer ilave edilerek pellet
¢Ozlilmiistiir.

Izole edilen DNA’larin kalitesi ve konsantrasyonunu belirlemek i¢in 10ul’lik
DNA ornekleri %0,8’lik agaroz jelde 100 V’da 45 dk yiiriitiilmiistiir. Kontrol olarak,
konsantrasyonlari bilinen A DNA’s1 (25 ng, 50 ng, 100 ng, 200 ng) kullanilmustir. Jel
ethidium bromid ile boyanmis (Ek 6) ve UV transimilator iizerinde incelenmis ve
poloroid fotograflari ¢ekilmistir (Sekil 3.8). DNA izolasyonu sonucunda izolatlara ait
50-200 ng DNA izole edilmistir. DNA Ornekleri analizler yapilincaya kadar —20

0C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.8. Fusarium izolatlar1 ve A DNA’nin %0.8’lik agaroz jeldeki goriintiisii
3.2.9.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RAPD Analizi)

DNA amplifikasyonu 10 uM oligoniikleotid primer (Iontek) dATP, dCTP,
dGTP ve dTTP (Promega)’nin her birinden 2 mM, 1 iinite Taq DNA polimeraz
(Promega)1X reaksiyon buffer (10 mM Tris HCI (pH 9.0), 50 mM KCI, %0,1 Triton
X-100), 15 mM MgCl,, ve 20-30 ng DNA icerecek sekilde 0,5 ml’lik mikrosantrifiij
tiiplerinde toplam 25 pl hacimde hazirlanmis mineral yagsiz calisan thermocyler
(Techne, Genius)’a yerlestirilmistir. Ornekler ilk dnce 94 °C’de 1 dakika inkiibe
edilmistir. Daha sonraki 45 dongii ise 94 °C’del dakika, 36 °C’de 1 dakika, 72 °C’de
2 dakika olacak sekilde gerceklestirilmistir. Ornekler son olarak 72 °C’de 5 dakika
inkiibe edilmigtir. Tiim dongiiler tamamlandiktan sonra Ornekler elektroforez
yapilincaya kadar 4 °C’de muhafaza edilmistir. PCR iiriinleri TAE buffer ile (Ek 5)
hazirlanmis %1.5 agaroz jelde elektroforez yapilmis ve ethidium bromid (Ek 6) ile
boyandiktan sonra goriilebilir DNA bantlarinin UV transimilator altinda fotograflar

cekilmisgtir.
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RAPD analizinde OPT-01, OPT-04, OPT-06, OPT-16, OPT-18, OPU-13,
OPU-15, OPU-19, OPU-17, ve UBC-85 olmak f{izere 10 bazlik 10 farkh
oligoniikleotid kullanilmistir (Ek 7). DNA bant uzunluklarin1 6lgmek amaciyla
100bp’lik DNA standart1 (Fermantas) kullanilmistir.

RAPD analizi sonucunda elde edilen bantlarin desenlerine bakilarak bantlarin
olup olmamasina gore “1” veya “0” seklinde degerlendirilmis ve benzerlik indeksleri
olusturulmustur. Cesitler arasindaki genetik benzerliklere dayali dendogram verileri
ise. Swofford (1993) tarafindan gelistirilen PAUP (Phylogenetic Analysis Using

Parsinomy. Vers. 3.1.1.) programi kullanilarak “NJ cluster” analizi ile belirlenmistir.

3.2.10 In vitro Seleksiyon ile Regenere Edilen Bitkilerin Molekiiler Analizi

3.2.10.1. DNA izolasyonu

Saksida gelistirilmis olan bitkiler belli bir biiyiikliige gelince yapraklardan
DNA Izolasyonu yapilmistir. DNA Izolasyonu bazi degisikliklerle Sharp ve ark.
(1988)’ nin yontemine gore gerceklestirilmistir.

1. DNA izolasyonunda, bitki yapraklarindan yaklasik 100 mg doku pargasi
almarak 1.5 ml lik ependorf tiipler igerisine konulmus ve iizerine sivi azot eklenerek
plastik cubuklar yardimiyla toz haline getirilmistir.

2. Toz haline getirilmis yaprak pargalarini ekstrakte etmek amaciyla iizerine
500 pl ekstraksiyon bafiri1 (Ek 8) ilave edilmis ve plastik ¢ubuk ile karistirilmistir.

3. Hazirlanan doku siispansiyonu 65 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 15-20
dakika inkiibe edilmistir.

4. Daha sonra bu karisim iizerine 0,7 hacim fenol 0,3 hacim 24:1 oraninda
kloroform/izoamil alkol eklenmis ve elde edilen bu bitki siispansiyonu nazik bir
sekilde karigtirildiktan sonra +4 °C de 14.000 rpm de 10 dakika santrifuj edilmistir.

5. Santrifujden sonra ependorf tlipte 2 farkli faz olusmustur. Niikleik asitler
iistteki s1v1 kisimda oldugundan bu kisim yeni bir ependorf tiipe aktarilmis ve kirli

goriinlimde olan siispansiyonlar i¢in bir 6nceki asama tekrar edilmistir.
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6. lkinci kez {istteki kistm alindiktan sonra 1 hacim 24:1 oraminda
kloroform/izoamil alkol ilave edilerek tekrar +4 °C de 14.000 rpm de 10 dakika
santrifuj edilmistir.

7. Ayn sekilde tistteki sivi kisim tekrar yeni bir ependorfa alinarak iizerine 50
ng/ml RNase (Sigma) ilave edilerek 37 °C’ de 30 dakika inkiibatorde inkiibe
edilmistir.

8. Bu sekilde elde edilen DNA soliisyonunda RNA’larin yapisi RNase
uygulamasi ile bozulmus olsa da ortamda protein ve polisakkaritler mevcut
oldugundan bunlar1 par¢alamak amact ile 50 pg/ml proteinaz K (sigma) soliisyona
ilave edilmis ve bir 6nceki basamakta oldugu gibi 37 °C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir.

9. Bu sekilde kismen saflastirilmis olan DNA’y1 pellet halinde ¢oktiirmek
amactyla sollisyonun iizerine 0.6 hacim soguk izopropanol ve 0.3 M sodyum asetat
ilave edilmistir.

10. Soliisyon + 4 °C de 10 dakika 14.000 rpm de santrifiij edilerek DNA’nin
tiiptin dip kisminda pellet halinde toplanmasi saglanmistir.

11. Pellet halindeki DNA o6nce % 100’ liikk sonra % 70’ lik etanol ile
yikandiktan sonra eppendorf tiip icerisinde 10 dakika filtre kagidi iizerinde normal
hava kosullarinda kurutulmustur.

12. Bu sekilde suyu uzaklastirilmis pellet halindeki DNA’y1 ¢ozmek ve
soliisyon halinde saklamak amaci ile herbir ependorf tiipe 20 pul TAE (Ek 9) bafir
konulmustur.

Hazirlanan DNA Orneklerinin  kalitesi ve konsantrasyonu 3.2.9.1.°de
anlatildig1 gibi belirlenmistir. DNA 6rnekleri analizler yapilincaya kadar —20 °C’de

muhafaza edilmistir.
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3.2.10.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RAPD Analizi)

DNA amplifikasyonu reaksiyonu i¢in 10 uM oligoniikleotid primer (Iontek)
dATP, dCTP, dGTP ve dTTP (Promega)’nin her birinden 2 mM, 1 iinite Taqg DNA
polimeraz (Promega)lX reaksiyon buffer (10 mM Tris HCI (pH 9.0), 50 mM KCI,
%0,1 Triton X-100), 15 mM MgCl,, ve 20-30 ng DNA igerecek sekilde 0,5 ml’lik
mikrosantrifiij tliplerinde toplam 25 pl hacimde hazirlanmis mineral yagsiz ¢alisan
thermocyler (Techne, Genius)’a yerlestirilmistir. Ornekler ilk 6nce 94 °C’de 1 dakika
inkiibe edilmistir. Daha sonraki 40 dongii ise 94 °C’de 1 dakika, 36 °C’de 1 dakika,
72 °C’de 2 dakika olacak sekilde gergeklestirilmistir. Ornekler son olarak 72 °C’de 5
dakika inkiibe edilmistir. Tiim dongiiler tamamlandiktan sonra 6rnekler elektroforez
yapilincaya kadar 4 °C’de muhafaza edilmistir. PCR iiriinleri TAE buffer ile (Ek 8)
hazirlanmis %1.5 agaroz jelde elektroforezi yapilmis ve ethidium bromid ile
boyandiktan sonra goriilebilir DNA bantlarinin UV transimilator altinda fotograflar
cekilmistir.

RAPD analizinde OPA-04, OPA-05, OPD-05, OPE-05, OPH-04, OPN-15
olmak iizere 6 farkli oligoniikleotid kullanilmistir (Ek 10). DNA bant uzunluklarini
6lcmek amaciyla 100 bp’lik DNA ladder (Fermantas) kullanilmistir. OPA-04. OPA-
05. OPD-05. OPE-05. OPH-04. OPN-15 olmak fiizere 10 bazhik 10 farkh
oligontikleotid kullanilarak yapilan RAPD analizi sonucunda elde edilen bantlarin
desenlerine bakilarak bantlarin olup olmamasma gore “1” veya “0” seklinde
degerlendirilmis ve benzerlik indeksleri olusturulmustur. Cesitler arasindaki genetik
benzerliklere dayali dendogram verileri ise. Swofford (1993) tarafindan gelistirilen
PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsinomy. Vers. 3.1.1.) programi kullanilarak

“NJ cluster” analizi ile belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. F. graminearum ve F. culmorum izolatlarinin Toplanmasi

Yapilan bu calismada Cukurova Bolgesi’nde bolgemizde yetistirilen bugday
cesitlerinde Fusarium spp.’nin neden oldugu Bugday Basak Yanikligi Hastaligi tespit
edilmistir.

Hastalik etmenleri bugday basaklar1 disinda bitkinin kok bogazinda da
enfeksiyona neden olmustur. Ulkemizde bu konuda yapilan c¢alismalarda, Trakya
bolgesinde, Konya, Karaman, Nigde ve Aksaray yorelerinde bugday tarlalarinda
Fusarium spp. yaygin oldugu belirlenmistir (Glimiistekin ve Akin, 1998). Carter ve
ark. (2002), Avrupa, USA ve Nepal’ de bugday ve musir tarlalarinda zarara neden olan
F. graminearum izolatini tespit etmislerdir. Dervis (1999), Ohiao eyaletinin ¢esitli
bolgelerinden elde edilen F. graminearum izolatlarinin patojeniteleri arasindaki
farkliliklar1 arastirmistir. Bu izolatlardan en viriilent olan1 segilerek bazi dayanikli X
dayanikli kishik bugday varyetelerinin Fusarium Basak Yanikli§i’'na karsi
dayanikliliklarin1 ~ degerlendirmek icin  yapilan segregasyon caligmalarinda
kullamilmistir. Ayrica, Gilbert ve ark. (2001), celtik ortami iizerinde vejetatif uyum
grubu (VCG) ozelligi c¢ok yiiksek olan, ergestrol ve toksin tretiminde farklilik
gosteren 15 adet F. graminearum izolatinin bugday basaklarini hastalandirma
derecesini ve patojenlerin siddetini belirlemek i¢in bir aragtirma yiiriitmislerdir.

Tek spor izolasyonu sonucunda gelisen izolatlar yeniden PDA ortami {izerinde
kiiltiire almmustir (Sekil 4.1). Booth (1977), tek spor izolasyonunda gelisen izolatlarin
uniform gelistigini ve tiire ait dzellikleri gosterdigini, bdylece tek spor izolasyonu ile
elde edilen saf izolatlardan teshisin yanilgiya diisiilmeden yapilabilecegini belirtmistir.
Ayrica, Nelson ve ark. (1983), Fusarium irklarmin kiiltiir ortamlari tizerinde mutantlar
meydana getirebilecegini, bu nedenle arastirmalarda tek spor izolasyonlarinin

kullanilmasi gerektigini ifade etmislerdir.
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Cizelge 4.1: 2002 y1l1 Nisan-Mayi1s aylarinda Adana ve ¢evresinde Bugday Basak Yanikligi Hastaligi ile ilgili yapilan
arazi ¢ikislart sonucunda elde edilen gézlem sonuglari

Ornek  Alman Cesitler Gozlem Sonuclar:
Zaman 2002 Bitki Materyali
Tigem Arazisi  Basak, kok bogaz1 Golia, Adana'l‘ 99,Ceyhan 99, Has"tahk Seri 82, Nagev ve Galile, Dogankent
Dogankent, Ozdemir 97, Panda, Seri ~ ve Ozdemir 97 de ¢ok fazla, Panda ve Golia ve
82, Nagev, Golia, Galile diger cesitlerde de var.
Yenikoy Basak Sageteria, Golia Hastalik her iki ¢esitte az var.
Kadirli Koékbogazi, basak  Adana 99 Hastalik var.
Ceyhan Basak Adana 99, Panda Hastalik var.
Ceyhan Kokbogazi, bagak Sageteria Hastalik var.
Dogankent Kokbogazi, Basak Panda, Adana 99, Dogankent Hastalik Panda ve Dogankent’de ¢ok fazla,
Arazisi Adana 99’ da da var.
Yiiregir Koékbogazi, basak  Adana 99 Basak Yaniklig1 var.
Karaisali Kokbogazi, bagsak  Adana, Panda, Sageteria Hastalik Sageteri’da az var, diger ¢esitlerde var.
Misis Basak Adana 99, Panda Hastalik var.
Karatag Kok bogazi, Adana 99 Hastalik var.
basak
C.U.Tarla Basak Nagev, Geng 99 Hastalik var Nagev’de cok fazla, Geng¢ 99°da
B.B.Arazisi hastalik var.
Abdioglu Basak Ceyhan 99, Adana 99 Hastalik var.
Imamoglu Bagak Adana 99, Panda Hastalik var.
Imamoglu Bagak Panda, Adana 99 Hastalik var.

VIASLLIV.L dA TIVINO1NG VINILLSVAYV v

DTV WAL 'S
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Sekil 4.1. Baz1 Fusarium spp. izolatlarinin PDA ortamu iizerindeki gelisimi.

Tek spor izolasyonu sonucunda elde edilen izolatlar 6nce makroskobik olarak
incelenmistir. Bu inceleme sonunda F. graminearum’ un PDA ortami iizerinde
pembeden kahverengiye dogru degisen koyu kirmizimsi bir misel olusturdugu, (Sekil
4.2 a), F. culmorum’un ise ayni ortam iizerinde karmen kirmizisi renginde gelisme
gosterdigi gozlemlenmistir. Her iki izolat havai misel gelisimi gostermislerdir (Sekil
4.2 b). Booth (1977); Gerlach ve Nirenberg (1982); Nelson ve ark. (1983)’nin yapmis
olduklar1 ¢alismalarda her iki Fusarium tiiriniin makroskobik olarak benzer 6zellikler
gosterdigi belirlenmis olup, bu bakimdan bu ¢alismada alinan sonuglar ile ad1 gegen

arastiricilarin aldig1 sonuglar birbirleriyle ortiismektedir.

Sekil 4.2. F. graminearum (a) ve F. culmorum’un (b) PDA ortami iizerindeki gelisimi
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Makroskobik incelemeden sonra tek spor izolasyonlarma ait kiltlirlerden
preperatlar hazirlanmis ve 151k mikroskobu kullanarak (Olympus BX51T-32P01)
incelenmis ve yapilan survey calismalari sonunda elde edilen funguslarin spor
sekilleri, konidiofor yapilart gibi taksonomik o&zellikleri baz alinarak F.
graminearum’a ait 16, F. culmorum’a ait 10 izolatin varlig1 belirlenmistir. Adana ili
ve ¢evresinde yapilan survey c¢alismalari sonucunda bolgede F.graminieaum
izolatinin bugday ekim alanlarinda daha yogun oldugu gézlenmistir

F. culmorum’un monofialidler ve makrokonidiler olusturdugu ve genellikle 5
septali oldugu gozlenmistir. Nelson ve ark. (1983), F. culmorum’un sadece
makrokonidiler olusturdugunu, konidilerin kalin duvarli kisa ventral ve dorsal
ylizeyde kivrimlara sahip oldugunu ve genellikle 5 septali olup 5-7.5X31-50u
uzunlugunda oldugunu, makrokonidilerin ayak hiicrelerine sahip oldugunu
bildirmigtir. Klamidosporlarin genel olarak yaygmn olmadigi, genellikle hiflerin
ortasinda bulunup oval sekilde, tek tek veya zincir seklinde bulundugu tespit
edilmistir (Sekil 4.3).

F. graminearum’un kisa lateral fialid olusturduklar1 ve PDA ortami tizerinde
fialidlerin sprodochia olusturduklar1 go6zlenmistir. Aragtirma sonucunda F.
graminearum‘un makrokonidiler olusturdugu, bunlarin kano seklinde ve 3-5 septali
oldugu belirlenmistir. F. graminearum makrokonidilerinin F. culmorum’un
konidilerinde oldugu gibi ayak hiicrelerine sahip oldugu gozlemlenmistir.
Klamidosporlarin ise hif uglarinda veya ortasinda olustugu ve balon seklinde oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.4).

Bu bulgular Booth (1977) ve Nelson ve ark (1983)’1n sonuglar1 ile paralellik
gostermektedir. Booth (1977); F. graminearum fialidlerinin 3.5-4.5uX10-14p

uzunlugunda oldugunu, 3-5 septali oldugunu bildirmistir.
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Sekil 4.4. F. graminearum’un fialid (a) ve makrokonidileri (b) (X40)

72



4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA S.Evrim ARICI

4.2. F. graminearum ve F. culmorum’un Farkh Ortam ve Sicakhiklardaki Koloni

Gelisimi

F. graminearum ve F. culmorum’un optimum gelisme gosterdigi ortam ve
sicakliklarin belirlenmesi ile ilgili yapilan ¢aligmalar sonucunda alinan sonuglar Sekil
4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de verilmistir.

F. graminearum ‘un A-13 nolu izolat1 ortamlar iizerinde kiiltiire alindiginda
ortama bagl olarak farkli misel gelisimi gostermistir. Fungus SNA ortami {izerinde
cok ince, seffaf bir misel tabakasi halinde yavas bir gelisim gostermistir. MEA, PDA
ve CA ortamlan iizerinde once ince bir tabaka halinde gelismis, daha sonra havai
misel olusturmustur (Sekil 4.5). Fungus PDA ortami1 {izerinde pembeden
kahverengiye dogru degisen kirmizimsi bir misel gelisimi gdostermistir. CA ve MEA
ortami lizerinde de PDA ortami iizerindeki misel gelisimine benzer pembe bir
gelisim gostermistir. Sabourad ortami iizerinde sarimsi kahverengi renkte diizensiz
bir misel gelisimi gozlenmistir. Kiiltlire petri kutusunun tersinden bakildiginda

kiiltiirlin kizil kahverengi renkte oldugu gézlenmistir.

Sekil 4.5. F. graminearum’un A-13 izolatiin 30°C PDA (a), Sabourad (b), Malt
Ekstrakt Agar (c), Czapex-Dox Agar (d), Sentetik Nutrient Agar (e)
ortamlar1 tizerindeki gelisimi.
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Nelson ve ark. (1983); Booth (1977); Gerlach ve Nirenberg (1982) F. graminearum
izolatlarinin koloni morfolojisi ve gelisme oranlar1 ile ilgili yapmis olduklari
calismalarda da benzer sonuglar elde etmiglerdir. Arastirma sonucunda Bugdayda
Bagak Yaniklig1 Hastaligi’na neden olan baslica etmenlerden olan F. graminearum
‘un laboratuvar kosullarinda PDA ortami {lizerinde pembeden kahverengiye degisen
koyu kirmizimsi bir misel tabakasi olusturduklarimi ve en iyi 24-26 °C sicaklikta
gelisim gosterdiklerini belirlemislerdir. Bai (1996) PDA ortamu {izerinde gelisen F.
graminearum‘un 25 °C sicaklikta 1 hafta igerisinde petri kutusunu tamamen misel ile
kapladigini, petri kutusunun alt kisminin agik kirmizimsi bir renkte oldugunu
bildirmistir.

Cizelge 4.2 ve Sekil 4.6’da bu konuda degerlendirilmeye alinan iki izolattan
F. graminearum’un A-13 izolat: optimum gelismeyi 20 °C‘de CA ve PDA ortamlari
tizerinde gostermis, bunu sirasiyla, SNA ve MEA ortamlari iizerindeki gelisme takip
etmistir. Fungus 25°C’de ise en iyi sirasiyla PDA, MEA, CA ve Sabourad ortamlari
iizerinde gelismistir. 30°C sicaklikta ise fungus sirasiyla PDA, CA, Sabourad ve
MEA ortamlar1 {izerinde gelisme gostermistir. SNA ortami iizerinde denemeye
alinan 25 ve 30°C sicaklikta genel olarak fungusun ¢ok yavas gelistigi ortam olmus
ve istatistiksel olarak diger ortamlar iizerindeki gelismesinden farkliliklar géstermis,
buna ragmen c¢ok fazla sayida makrokonidi olusturmustur. Fungus 20°C’de en yavas
Sabourad ortami iizerinde gelisme gostermistir. Arastirmada kullanilan bes degisik
ortam iizerinde gelisen F. graminearum‘un A-13 izolatmin 25 ve 30°C deki misel
gelisimleri acisindan ¢ok dnemli bir farkin olmadigi ve en iyi misel gelisiminin 25 C°
de sirasiyla PDA, CA, MEA ve Sabourad ortamlar1 {izerinde oldugu gdzlenmistir
(Cizelge 4.2). Gerlach ve Nirenberg (1982), PDA ortamu iizerinde 25°C sicaklikta F.
graminearum’koloni gelisiminin 5. giin sonunda 7.8-8.0 cm c¢apina ulagtigini

belirtmislerdir. Bu bakimdan alinan sonuglar literatiir bilgileri ile 6rtiismektedir.
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Cizelge 4.2. F. graminearum’un A-13 nolu izolatmmn 20, 25, 30°C

sicakliklarda ve bes farkli ortam iizerindeki koloni gelisimi (OrtalamatStandart

hata)*.

Koloni Capi (cm)
Sicakhik Ortam Adi
‘0) 1.Giin 3.Giin 5.Giin
PDA 0.6£0.0 a 2.740.2 a 8.610.1 a
MEA 0.6£0.0 a 2.1£0.1 b 6.0£0.2 b
Sabourad 0.6£0.0 a 1.6£0.0 ¢ 2.9+0.2 ¢
20 CA 0.6£0.0 a 2.840.1a 8.610.1 a
SNA 0.6£0.0 a 1.240.1d 2.610.2 c
Ortalama 0.6 2.08 5.74
PDA 0.6£0.0 a 4.0£0.1 a 8.9+0.1 a
MEA 0.6£0.0 a 3.2+0.1¢ 7.2+0.2 b
25 Sabourad 0.6£0.0 a 3.6£0.1 b 8.910.5a
CA 0.6£0.0 a 3.5+0.1d 8.510.1 a
SNA 0.6£0.0 a 2.5+0.1d 6.510.1 ¢
Ortalama 0.6 3.32 8.0
PDA 0.6£0.0 a 3.240.1a 6.7£0.2 b
MEA 0.6£0.0 a 2.840.2 b 59402 ¢
30 Sabourad 0.6+0.0 a 3.0£0.1a 7.4+0.1 a
CA 0.6£0.0 a 3.1+0.1 a 6.81£0.1b
SNA 0.6£0.0 a 2.1+0.1 ¢ 53402 ¢
Ortalama 0.6 2.88 6.42

* Her bir sicaklik i¢in ayni siitiin igerisinde benzer harf ile gosterilen ortalamalar
Duncan testine gore p <0.05 hata smirlar1 icerisinde birbirinden istatistiksel olarak

farksizdir.
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S.Evrim ARICI

20 °C

10.0
9.0
8.0
7.0
6.0
5.0 1
4.0
3.0 1

2.0
1.0
0.0 -

PDA MEA Sabourad CA

O1.giin @3.giin O5.glin

25°C

10.0
9.0 — —
8.0
7.0
6.0
5.0
4.0 -
3.0
2.0 -
1.0
0.0 -

Koloni Cap1 (cm)

PDA MEA Sabourad CA

10.0 - 0
90 | 30°C
8.0
7.0
6.0
5.0 A
4.0
3.0 A
2.0 A
1.0 A
0.0 -

PDA MEA Sabourad CA

Besi Ortamlari

SNA

SNA

SNA

Sekil 4.6. F. graminearum’un A-13 izolatmnm 20, 25 ve 30 °C sicakliklarda ve bes

farkli ortam iizerinde zamana bagli koloni gelisimi
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F. culmorum’un B-4 izolat1 kiiltiire alindigi SNA ortami diginda PDA, CA,
Sabourad ve MEA ortamlar1 iizerinde 7. giiniin sonunda petri kutusunu tamamen
kaplamis ve miseller ¢ok yogun bir gelisme gostermistir. F. culmorum PDA ortami
tizerinde merkezi kahverengi disa dogru kismen kirmizi pembemsi renkte olan bir
misel gelisimi gostermistir. Fungus MEA ve CA ortami iizerinde de PDA ortami
tizerindeki misel gelismine benzer bir gelisme gostermistir. Sabourad ortami
iizerinde ise fungus sarimsi1 kahverengi renkte bir gelisme gostermistir. F. culmorum
SNA ortam1 iizerinde ise ¢ok ince seffaf su renginde bir misel tabakasi
olusturmugtur. SNA ortami iizerinde fungusun 9. giiniin sonunda petiriyi hala
tamamen kaplamamis oldugu goézlenmistir. Fungus MEA, PDA ve CA ortamlari
iizerinde Once ince bir tabaka halinde gelismis daha sonra havai misel olusturmustur.
F. graminearum ve F. culmorum Sabourad ortami {izerinde ise diizensiz bir misel

gelisimi gosterirken, SNA ortamu {izerinde ¢ok zayif ve yavas gelismistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. F. culmorum‘un B-4 izolatinin 30°C PDA (a), Sabourad (b), Malt Ekstrakt
Agar (c), Czapex-Dox Agar(d), Sentetik Nutrient Agar (e) ortamlari
tizerindeki geligimi.
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Nelson ve ark. (1983); Booth (1977), F. culmorum izolatlarim1 koloni
morfolojisi ve gelisme oranlar1 ile ilgili yapmis olduklar1 g¢aligmalarda benzer
sonuglar elde etmislerdir. Bugday Bagsak Yanikligi Hastalii’'na neden olan
etmenlerden F. culmorum laboratuvar kosullarinda 25 °C sicaklikta PDA ortami
tizerinde karmen kirmizisi bir misel tabakasi olusturdugu arastirmalar sonucunda
tespit etmislerdir.

Cizelge 4.3’de gorildigi gibi en iyi gelismeyi F. culmorum’un B-14
izolatimn 20 ve 25°C sicaklikta misel gelisimleri agisindan ¢ok onemli bir farkin
olmadig1 gdzlenmistir. Fungus 20 ve 25°C sicaklikta CA, Sabourad, PDA ve MEA
ortamlari {izerinde ¢ok iyi bir gelisme gostermistir. 30°C sicaklikta ise fungus en iyi
CA, Sabourad ve PDA ortamlar1 {izerinde gelisme gostermis, ve bunu MEA ortami
tizerindeki gelisme takip etmistir. SNA ortami her ii¢ sicaklikta fungusun en yavas
gelisme gosterdigi ortam olmus ve istatistiksel olarak farkli bir grup igerisinde yer
almstir. F. culmorum izolatinin ise 20°C ve 25°C deki misel gelisimleri agisindan
¢ok 6nemli bir farkin olmadig1 ve en iyi misel gelisiminin 25 °C de PDA, CA, MEA
ve Sabourad ortamlar1 iizerinde oldugu belirlenmistir (Sekil 4. 87). Fungus 20 °C’de
5. giin sonunda PDA ortami iizerinde 8,6 cm, MEA ortami {izerinde 7.8 cm,
Sabourad ortamui iizerinde 8.9 cm ve CA ortamu {izerinde 9.0 cm ¢apina ulasarak bu
lic ortamda koloni gelisimi bakimindan istatistiksel olarak farklilik gostermemistir.
SNA ortamu iizerinde ise 5.6 cm ¢apina ulasmistir. SNA ortami 20 °C’de fungusun en
yavag gelistigi ortam olmus ve istatistiksel olarak farkli bir grup igerisinde yer
almustir. Fungus 25 °C’de 5. giiniin sonunda PDA, CA, MEA, Sabourad ortamlari
lizerinde 7.5-8 cm arasinda gelisme gostermis, 30 °C’de ise Sabourad, CA, PDA,
MEA ortamlarinda sirastyla 5.6 cm, 5.7 cm, 5.7 cm ve 5.2 cm gelismistir (Cizelge
4.3). Gerlach ve Nirenberg (1982), F. culmorum’un PDA ortamu iizerinde 25°C
sicaklikta ¢ok hizli gelistigini ve 5. giin sonunda 7.8-8.5 cm ¢apma ulastigin

belirtmislerdir.
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Cizelge 4.3. F. culmorum’un B-4 nolu izolatinin 20, 25, 30°C sicakliklarda ve bes
farkli ortam tizerindeki koloni gelisimi.

Koloni Cap1 (cm)
S‘fﬁ‘é‘)‘"‘ Ortam Adi 1 Giin 3.Giin 5.Giin
PDA 0.610.0 a 3.840.1a 8.6+0.2 a
MEA 0.6+£0.0 a 3.1£0.1b 7.8£0.3 b
Sabourad 0.6+£0.0 a 2.61£0.1 ¢ 8.940.1 a
20 CA 0.6+0.0 a 3.0£0.0bc  9.0+0. Oa
SNA 0.6+£0.0 a 2.0£0.1d 5.61£0.1 ¢
Ortalama 0.6 29 7.98
PDA 0.6+0.0 a 4.140.1a 8.5£0.1 a
MEA 0.6+£0.0 a 3.540.1a 7.740.2 a
Sabourad 0.6+0.0 a 3.5¢0.2 a 7.7£0.2 a
» CA 0.6+£0.0 a 3.540.1a 8.1£0.2 a
SNA 0.6+£0.0 a 2.5104 b 4.7£0.8 b
Ortalama 0.6 3.42 7.38
PDA 0.6+0.0 a 2.940.1a 5.740.1 a
MEA 0.6+0.0 a 2.6£0.1b 5240.1a
Sabourad 0.6+£0.0 a 2.540.2bc  5.6+0.2a
% CA 0.6+£0.0 a 2.840.1b 5.740.1 a
SNA 0.6+0.0 a 1.6£0.1 ¢ 3440.2D
Ortalama 0.6 2.48 5.12

* Her bir sicaklik i¢in ayni siitiin igerisinde benzer harf ile gosterilen ortalamalar
Duncan testine gore p <0.05 hata smirlar1 icerisinde birbirinden istatistiksel olarak

farksizdir.
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20°C
10.0 4 Ol.gin M@3.gin  O5.giin
9.0 1 —
8.0 1
7.0 |
6.0 -
5.0 |
4.0 |
3.0 A
2.0 1
1.0 |
0.0 A

A

Sabourad

10.0 -
9.0
8.0 -
7.0
6.0
5.0
4.0
3.0
2.0
1.0 A
0.0

25°C

Koloni Cap1 (cm)

PDA MEA Sabourad

10.0 -
9.0
8.0 -
7.0
6.0 -
5.0
4.0
3.0
2.0
1.0 A
0.0

30°C

PDA MEA Sabourad CA SNA

Besi Ortamlari

Sekil 4.8. F. culmorum’un B-4 izolatinin 20, 25 ve 30 °C sicakliklarda ve bes
farkli ortam iizerinde zamana bagl koloni gelisimi.
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F. graminearum ve F. culmorum’un gelismesinde sicaklik, ortam ve sicaklik-
ortam interaksiyonunun etkili oldugu, ancak sicakligin etkisinin 3.giinden sonra
ortaya ¢iktig1 belirlenmistir. Yapilan ¢alismada F. graminearum ve F.culmorum‘un
en iyi 25°C’de PDA ve CA ortamu iizerinde gelistigi gozlenmistir. Gerlach ve
Nirenberg (1982); Nelson ve ark. (1983); Booth (1977) ve Gerlach ve Nirenberg
(1982), yapmis olduklar1 ¢alismalarda F. gaminearum ve F. culmorum’un PDA

ortanu iizerinde 25°C°de en iyi gelistigini bildirmislerdir.

4.3. F. graminearum ve F. culmorum Izolatlarinin Patojenitelerinin Belirlenmesi

Laboratuvar kosullarinda yapilan bu ¢alismada Fusarium spp.’ye ait 26 izolatin
patojenitesi, bu izolatlara ait spor siispansiyonlarinin saksilarda yetistirilen 12 giinliik
Seri 82 bugday bitkilerine uygulanmasi ile belirlenmistir. Sekil 4.9 da da goriildigi
gibi patojen tarafindan inokule edilen bitkinin dokularinda klorofil kayb1 sonucunda
kisa zaman sonra sararmalar ve porsiimeler tespit edilmistir. Kok bogazinda

siyahlagma ve ¢iirlimeler goriilmiistiir.

Sekil 4.9. Fusarium izolatlarinin patojenitelerinin belirlenmesi: F. graminearum
ile inokule edilmis Seri 82 bugday bitkisi (sag), Kontrol (sol) .
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Patojenite ile ilgili olarak yapilan denemede ayni bdlgeden alinan izolatlar
arasinda farkhiliklar gézlenmistir. F. graminearum izolatlarmm 1X10° spor/ml
konsantrasyonlari ile yapilan uygulamada bitkilerde en siddetli 6liim sirasiyla A-13,
A-12, A-14, A-5 ve A-6 izolatlarinda %86.1, %75.0 %75.0, %66.7 ve %55.6 hastalik
siddeti oranlarinda olmustur (Cizelge 4.4). F. graminearum izolatlar1 Seri 82 bugday
bitkisini %55-86.1 oraninda hastalandirmistir. Bugday bitkisinde en fazla hastalik
olusturan F. graminearum A-13 izolat1 olmustur (Sekil 4.10).

Cizelge 4.4. F. graminearum izolatlarinin Seri 82 bugday bitkisini hastalandirma

derecesi
. Hastahk . Hastahk
Izolatlar Izolatlar
Siddeti (%) Siddeti (%)

A-1 50+0.57 def A-9 33.3+0.81 gh
A-2 30.6+0.50 h A-10 55.6+0.81 cde
A-3 52.8.50 cdef A-11 63.9+0.97 bed
A-4 47.2+1.25 efg A-12 75.0+0.95 ab
A-5 66.7+1.41 be A-13 86.1+0.50 a

A-6 55.6+1.41 cde A-14 67.7+0.50 ab
A-7 38.9+0.57 fgh A-15 55.6+0.81 cde
A-8 30.6+0.95 h A-16  52.840.97 cdef

*Benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p <0.05 hata sinirlar
i¢erisinde birbirinden istatistiksel olarak farksizdir.
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4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA S.EVRIM ARICI

F. culmorum izolatlar1 ise bugday bitkisini %63.9-80.6 oraninda
hastalandirmigtir (Sekil 4.11). F. culmorum izolatlar1 arasinda bugday bitkisinde en
yiiksek oranda hastalia neden olan izolatin B-4 izolati oldugu saptanmistir. Adi
gegen F. culmorum B-4 izolat1 patojenite testinde bitki materyali olarak segilen Seri
82 bugday ¢esidinde %=80.6 oraninda hastaliga neden olmustur. Bunu sirasiyla B-2,
B-8 ve B-10 izolatlarinin neden oldugu %69.4, %66.7 ve %63.9 hastalik siddeti

oranlar1 izlemistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. F. culmorum izolatlarin Seri 82 bugday bitkisini hastalandirma

derecesi
. Hastahk . Hastahk
Izolatlar Izolatlar
Siddeti (%) Siddeti (%)
B-1 61.1£0.57 b B-6 58.3+0.50 be
B-2 69.4+1.50 ab B-7 61.1£1.29b
B-3 58.3+0.95 be B-8 66.7+0.81 ab
B-4 80.6+0.50 a B-9 64.4+0.81b
B-5 55.6+£0.81 ¢ B-10 63.9+0.95 b

*Benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p <0.05 hata sinirlari
i¢cerisinde birbirinden istatistiksel olarak farksizdir.
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Sekil 4.11. F. culmorum izolatlarinin Seri 82 bugday bitkisini hastalandirma siddeti

84



4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA S.EVRIM ARICI

F. graminearum’a ait 16 ve F. culmorum’a ait 10 izolat 24+1°C’de 1X10’
spor/ml yogunlugunda bugday bitkisini hastalandirma dereceleri belirlenerek en iyi
sonucu veren F. graminearum ve F. culmorum izolatlar1 spor siispansiyonu seklinde
tarla ve sera kosullarinda yetistirilmis bugday bitkilerine uygulanmistir.

Carter ve ark. (2002), Avrupa. ABD ve Nepal’den toplamis olduklar1 188 F.
graminearum izolatlar1 ig¢in patojenite testi yapmislar ve patojenite testi sonucunda
izolatlarin  patojenitelerinin  farkli  oldugunu  tespit ederek izolatlar
gruplandirmislardir. Bu durum sonucunda, fungusun dogada cok sayida irklarinin
bulundugunu, her irkin bitkiyi hastalandirma derecesinin farkli oldugunu ve irklar
arasinda genetik varyasyonun patojeniteyi etkiledigi diisiiniilmektedir.

Gargouri ve ark. (2003), Tunus’da bugdayda Basak Yanikligi Hastaligi’na
neden olan F. culmorum’un farkli patojeniteye sahip oldugunu belirlemisler, patojen
populasyonunda ve patojenitenin genetik varyasyonla bir iligkisi oldugunu tespit
edememislerdir. Miedenar (2001), baz1 irklarin bitkileri daha az hastalandirmalarinin
nedeninin konukgu ile iligkili oldugunu ifade etmistir. Bai (1996), yapmis oldugu bir
calisma sonucunda izolatlar arasinda patojenitenin farkli olmasinin nedenini,
patojenin  konuk¢u bitkide kolonize olma yeteneklerinin farkliligindan

kaynaklandigin1 belirtmistir.

4.4. Baz1 Bugday Cesitlerinin F. graminearum ve F. culmorum’a Kars1 Sera ve

Saks1 Kosullarindaki Reaksiyonlari

4.3 de belirtildigi gibi yapilan patojenite denemesi sonucunda en iyi sonucu
veren F. graminearum’un A-13 ve F. culmorum’un B-4 izolatlarina ait spor
siispansiyonlart 1X10° spor/ml olarak ayarlanarak sera ve saksi uygulamasinda
bugday basaklar1 sabahin erken saatinde inokule edilmistir. Uygulamadan 10. 14. 18.
22 ve 26 giin sonra bitkilerde hastalik siddeti saptanmistir. Yapilan degerlendirmeler
sonucunda ele alinan tiim bugday cesitlerinde hastalik simptomunun olustugu

gbzlemlenmistir.
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4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA S.EVRIM ARICI

Sekil 4.12 “‘de goriildiigii gibi Bugday Basak Yanikligi Hastaligi’na neden
olan etmen. bugday basaginin ciceklenme zamaninda giris yaparak inokulasyondan
7-12 giin sonra bagsaklarda simptomlar olusturarak bugday basaginda klorofil kaybina
neden olmus ve basaklarda beyazlasma gozlenmistir. inokulasyondan 12-16 giin
sonra bugday basaklar1 tamamen beyazlasmistir. Bugday cesitlerinde basaklar
izerinde pembemsi renkte misel gelisimi gozlenmis, nem orani yiiksek kosullarda bu
misel siyahimsi bir renk almistir. Hastalik etmeni ile inokule edilmis bugday
basagindan. inokule edilmemis basaklara dogru yayildig1 belirlenmistir. Hastalik ile
enfekteli basaklarda tesekkiil eden tanelerin kii¢iik ve deforme oldugu bu nedenle de

verim kayiplarimin ortaya ¢iktig1 belirlenmistir.

Sekil 4.12. Bugday Basak Yaniklii etmeni ile inokule edilmis bugday basaklari
tizerinde olusan hastalik simptomlart.
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4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA S.EVRIM ARICI

Bai, (1996); Mesterhazy ve ark. (1999) nin yapmis olduklari ¢caligmalarda
Bugday Basak Yaniklig1 etmeni ile inokule edilmis duyarli bugday c¢esitlerinde
inokulasyona ugramamis bugday basaklarinda inokulasyondan 4-12 giin sonra
hastalik belirtilerinin goézlendigi ve biitiin basaklarda renk agilmasi oldugu ifade
edilmistir. Dayanikli ¢esitlerde simptomlarin inokule edilmeyen basaklarda 12 giin
sonra gozlenirken duyarli c¢esitlerde 7-8 gilin sonra ortaya ¢iktigir belirtilmistir.
Duyarli gesitlerde basaklarin infeksiyondan 12 giin sonra tamamen beyazlastigr bu
siirecin ¢ok hizli bir sekilde gelistigi ifade edilmistir. Hastalik etmeni ile
inokulasyona ugratilmig basaktan inokule edilmemis basaklara dogru yayilimin ¢ok
hizli, buna karsilik hastaliga dayanikli bugday cesitlerinde hastaligin yayilmasinin
cok yavas oldugunu bildirmislerdir. Duyarli bugday ¢esitlerinde basaklar iizerinde
pembemsi renkte misel gelisimi gdzlenmis, nem orani yiiksek kosullarda bu misel
siyahims1 renk aldigt bildirilmistir. Dayanikli bugday cesitlerinde ise nem orani
yiiksek kosullarda bagaklar {izerinde misel gelisimi gozlenmedigi rapor edilmistir.
Bunun baglica nedeninin dayanikli bugday cesitlerinde misel gelisimini engelleyen
baz1 metabolitlerin varliginin s6z konusu olabilecegi ve bu metabolitlerinde fungus
gelisimini engelleyecegi diisiiniilmektedir.

Bugday Basak Yanikligi Hastaligi’nin bugday bitkilerini hastalandirma
derecesi 0-9 skala yoOntemi kullanilarak yapilmis ve hastalik orami (%)
hesaplanmistir. Cizelge 4.6’da da goriildiigli gibi sera kosullarinda yapilan deneme
sonuglara gore; F. graminearum‘un A-13 izolatina kars1 bugday cesitleri farkl
reaksiyonlar gostermistir. A-13 izolatina karsi en duyarli bugday ¢esidinin Sham 1
(%80) oldugu, bunu sirastyla Amanos 97 (%78) ve Seri 82 (%76) bugday cesitlerinin
izledigi gozlemlenmistir. F. culmorum’un B-4 izolatina karsi en duyarli bugday
cesitlerinin ise sirastyla Amanos 97 (%81). Sham 1 (%79) ve Seri 82 (%76) oldugu
belirlenmistir. Diger bugday cesitlerinin her iki izolata kars1 duyarliliklar1 arasinda
biiylik farkliliklar tespit edilememistir. Her {i¢ uygulama sonuglar1 arasinda biiyiik

farkliliklar goriillmemistir (Sekil 4.13).
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Cizelge 4.6. Sera kosullarinda yetistirilen bugday cesitlerinin Bugday Basak
Yaniklig1 Hastaligi’na kars1 duyarliliklar (%)

F. graminearum+

Bugday Cesitleri F.graminearum F.culmorum Ortalama
F. culmorum

Seyhan 95 68+t1.3 ¢ 72+4.53 be 73+2.65 be 71.0 C
Ceyhan 99 68+1.44 ¢ 68+8 ¢ 72+2.01 be 69.3 C
Panda 67+0.79 ¢ 72+1.3 be 71£59 ¢ 70.0 C
Geng 99 67+1.44 ¢ 68t1.3 ¢ 69+1.3 ¢ 68.0 C
Cukurova 86 68+£2.2 c 71+0.8 be 69+£2.51 ¢ 69.3 C
Amanos 97 78+4.08 ab 81+£3.15a 81£1.44 a 80.0 A
Adana 99 68+0.75 ¢ 68+1.3 ¢ 70+£3.10 ¢ 68.7 C
Sham I 80+0.69 a 79+2.50 a 80+2.4 a 79.7 A
Yiiregir 89 69+1.44 ¢ 69+1.3 ¢ 70+1.44¢ 69.3 C
Seri 82 76+1.25b 76+0.75 ab 77£2.11 ab 76.3 B
Ortalama 70.9 A 72.4 B 73.2B

* Ayni siitiin igerisinde benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p
<0.05 hata sinirlar i¢erisinde birbirinden istatistiksel olarak farksizdir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTSMA S.EVRIM ARICI

Cizelge 4.7°de de goriildiigii gibi saks1 kosullarinda F. graminearum ‘un
A-13 izolatina karsi en duyarli bugday ¢esidinin Sham 1 (%83) oldugu, bunu
strastyla Seri 82 (%81) ve Amanos 97 (%80) bugday cesidinin izledigi gézlenmistir.
F. culmorum’un B-4 izolatina karsi en duyarli bugday c¢esitlerini ise sirasiyla
Amanos 97 (%82), Sham 1 (%79) ve Seri 82 (%79) olmustur. Diger bugday
cesitlerinin her iki izolata karst duyarliliklar1 arasinda ¢ok biiyiik farklar tespit

edilememis ve uygulamalar arasinda da 6nemli farklar goriilmemistir (Sekil 4.14).

Cizelge 4.7. Saksi kosullarinda yetistirilen bugday cesitlerinin Bugday Basak
Yaniklig1 Hastalig1’na kars1 duyarliliklar (%)

F. graminearum+

Bugday Cesitleri F.graminiarum F. culmorum Ortalama
F. culmorum
Seyhan 95 71£1.15¢ 73+£2.88 ¢ 72+2.51 ¢ 72 BC
Ceyhan 99 74+2.88 be 77£5.00 b 72+0.00 ¢ 74 B
Panda 72+1.44 ¢ 72+£2.50 ¢ 75+5.00 be 73 BC
Geng 99 69+3.81 ¢ 70+£2.50 ¢ 70+3.81 ¢ 70 C
Cukurova 89 73 £2.88 ¢ 75+2.88 be 74+1.44 ¢ 74 B
Amanos 97 80+1.44 a 82+6.29 a 81+3.81a 80 A
Adana 99 71£1.44 ¢ 70+4.33 ¢ 71£3.81 ¢ 70 C
Sham I 83+5.00 a 79+1.44 ab 80+2.50 a 80 A
Yiiregir 89 75+3.81 be 72+5.00 ¢ 75+00 be 74 B
Seri 82 81+£2.88 a 79£1.67 ab 80+4.33 a 80 A
Ortalama 75 A 75 A 75 A

* Aym siitiin i¢erisinde benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p
<0.05 hata sinirlar1 igerisinde birbirinden istatistiksel olarak farksizdir.
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4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA S.EVRIM ARICI

Sera ve saksi denemeleri ile yapilan testlerde inokule edilen biitiin bugday
cesitlerinde inokulasyondan sonra Bugday Basak Yanikligi Hastalig1i’nin simptomlari
gbzlenmistir. Uygulamaya tabii tutulan tiim bugday cesitleri basak yaniklik etmenine
kars1t duyarli olarak belirlenmistir. Yapilan denemelerde, A-13 izolatinin bugday
¢esitlerini hastalandirmasi ile B-4 izolatinin ve her iki izolatin kombine olarak
uygulanmasinin bugday cesitlerini hastalandirmasi agisindan ¢ok biiyiik bir fark
gbzlenmezken kontrol bitkilerde hi¢bir simptom olusmamustir.

Murat-Cavusoglu ve Hancioglu. (1995). Ankara ili bugday ekim alanlarinda
Bugday Basak Yaniklig1 Hastaligi’ni tespit etmisler ve bu hastaliga kars1 dayanikli
bugday cesidinin olmadigin1 belirtmislerdir. Sakarya ili tahil alanlarinda Bugday
Bagak Yanikligi Hastaligi’nin varlig1 rapor edilmis, fakat hastaliga karsi dayanikli
bugday c¢esidinin olmadigi bildirilmistir (Aktas ve Tunali, 1993; Anonymus, 2001).
Konya ve ¢evresinde 1993-1998 yillar1 arasinda Bugday Basak Yaniklig1 Hastalig
yogun bir sekilde saptanmis ve 2000-2001 yilinda Konya'da Fusarium Basak
Yanikligi Hastaligi’ndan dolay1 olusan iiriin kaybinin %31 oraninda oldugu
bildirilmistir (Anonymus, 2002). Adana ili ve cevresinde 2001-2002 yillarinda
282.494 hektar bugday alanindaki tiim cesitlerde 6zellikle de Kadirli, Kozan ve
Imamoglu civarinda bugdayda Basak Yamkligi Hastaligi’nin varh@ saptanmis ve
ticari bugday varyeteleri arasinda Bugday Basak Yanikligi Hastaligi’na dayanikli
gesitler belirlenememistir.

Yapilan bu calismada Bugday Basak Yanikligi Hastaligi’nin denemede
kullanilan biitiin bugday cesitlerinin tanelerinde zarara neden oldugu goriilmiistiir.
Hastalikla enfekteli bugday tanelerinde bugday cesitlerine bagl olarak tanelerde renk

acilmasi, kiiclilme ve deformasyonlar tespit edilmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Bugday Basak Yaniklig1 Hastalig1i’nin bugday tanelerinde yapmis oldugu
zarar.

Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9°de goriildiigii gibi Bugday Basak Yanikligi
Hastaligi’ndan dolay1 bugday ¢esitlerinin 100 tane agirliginda diisiis tespit edilmistir.
Bugday Bagsak Yanikligi Hastaligit Sham 1 (%55.40-78.96), Yiiregir 89 (%64.93-
79.06), Amanos 97 (%66.13-76.8), Adana 99 (%60.9-77.8) ve Seri 82 (%54.7-78.96)
bugday cesitlerinde en fazla 1000 tane agirligi kaybma neden olmustur. Cizelge
4.8’de sera kosullarinda yapilan deneme sonucunda 1000 tane agirhg F.
graminearum uygulamasinda en fazla Amanos 97 (%76.8) ve Sham 1 (72.83)
bugday cesitlerinde gozlenmistir. F. culmorum uygulamasinda 1000 tane agirhigi
kaybi1 yine en fazla Sham 1 (%78.96 g) ve Amanos 97 (%71.43) bugday ¢esitlerinde
tespit edilmistir. Her iki patojenin birlikte uygulandigi bugday cesitlerinde en fazla
1000 tane agirlig1 kaybi ise Sham 1 (%79.43) ve Amanos 97 (73.33)’da belirlenmis
ve uygulamalar arasinda ¢ok biiyiik bir farkin olmadig1 gézlenmistir (Sekil 4.16).

Saks1 kosullarinda yapilan denemeler sonucunda Cizelge 4.9° da da
goriildigi gibi bugday cesitlerinde 1000 tane agirhginda azalma oranm F.
graminearum uygulamasinda en fazla Ceyhan 99 (%75.30) ve Seri 82 (%73.06), F.
culmorum uygulamasinda Sham 1 (%69.26) ve Amanos 97 (%68.33), her iki
patojenin birlikte uygulandiginda ise Yiiregir 89 (%79.06) ve Seri 82 (%78.96)
bugday c¢esitlerinde belirlenmis ve uygulamalar arasinda g¢ok biiyiik bir farkin

olmadig tespit edilmistir.
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Cizelge 4.8. Sera kosullarinda Bugday Basak Yanikligi Hastaligi’nin 1000 tane
agirligina olan etkisi (%)

Bugday F.graminearum  F.culmorum F.graminearum+ Ortalama
Cesitleri F. culmorum

Adana 99 76.7£0.76 a 67.46x1.3bc  66.16t1.4¢ 70.11 AB
Ceyhan 99 63.9+2.6 ¢ 72.76£1.5b 71.53+1.2 bed 69.40 B
Seri 82 54.7£3.9d 67.33+2.7bc  65.36+0.87 ¢ 62.46 C
Panda 69+1.9 bc 65.26+2.5 ¢ 58.33+1.96 64.20 C
Geng 99 62.73+£0.70 ¢ 67.60x1.7bc  72.30+1.4 be 67.54 BC
Cukurova 89 66.36+2.2 be 69.60+£1.0bc  67.66%£1.3 de 67.87 BC
Yiiregir 89 66.86+2.7 be 71.80+1.8 b 69.03+1.7 cde 69.23 B
Seyhan 95 68.33+0.37 be 68.50+0.6 bc ~ 71.80+1.1 bed 69.54 B
Amanos 97 76.86+1.07 a 71.43+0.4 b 74.33+0.64b 74.21 AB
Sham 1 72.83+1.1 ab 78.96+0.63 a  79.43+0.88 a 77.07 A
Ortalama 67.83 B 70.07 A 69.59 A

* Ayni siitiin igerisinde benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p
<0.05 hata sinirlar1 igerisinde birbirinden istatistiksel olarak farksizdir.

Cizelge 4.9. Saksi kosullarinda Bugday Basak Yanikligi Hastaligi’nin 1000 tane
agirhigina olan etkisi (%)

Bugday. F. graminearum F. culmorum F. graminearum+ Ortalama
Cesitleri F. culmorum

Adana 99 60.90+1.2 def 73.03+0.8a  77.83+1.1 ab 70.59 A
Ceyhan 99  75.30+0.8 a 65.53+4.5a  65.46+0.47d 68.76 AB
Seri 82 73.06+£0.8 ab 68.36x1.1 a 78.96+1.0 a 73.46 A
Panda 53.56+1.4¢g 64.63t1.9 a 72.76+£0.9 ¢ 63.65 B
Geng 99 50.06+1.47 g 47.60+1.75b  73.23+2.1 be 56.96 C
Cukurova 89 54.23+£3.4 fg 53.26+£2.7b  76.76+2.0 abc 61.42 B
Yiiregir 89 69.56+4.6 abc 64.93t1.2 a 79.06£1.0 a 71.18 A
Seyhan 95 62.66+2.6 cde 53.23£8.04b 51.36£2.8 ¢ 55.75 C
Amanos 97  66.134+0.78 bed 68.33+0.99 a  73.63%0.65 bc 69.36 AB
Sham 1 56.06+1.29 efg 69.26+0.94a 55.40+t1.0¢ 60.24 BC
Ortalama  62.152B 62.816 B 70.445 A

* Ayni siitiin igerisinde benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p
<0.05 hata sinirlar i¢erisinde birbirinden istatistiksel olarak farksizdir.
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4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA S.Evrim ARICI

Yapilan istatistiki analizler sonucunda hastalikli bitkilerden elde edilen
tanelerin 1000 tane agirliklarinda azalma oraninin istatistiki olarak 6nemli oldugu
saptanmistir. Benzer sonuglar, Walker (2001), ve Bai (1996) tarafindan yapilan
calismalarda da tespit edilmistir. Mesterhazy ve ark., (1999); Miedaner ve ark.,
(2001), Gilbert ve ark., (2001) yapmis olduklar1 c¢alismalarda Bugday Basak
Yanikligt Hastaligi’'na duyarli ¢esitlerde basak icerisinde c¢ok zayif taneler
olustugunu ya da hi¢ olusmadigini, olusan tanelerde ise sekil bozukluklarinin

oldugunu belirlemislerdir.

4.5. Olgunlasmis ve Olgunlasmamis Bugday Embriyolarimn Kiiltiirii ve

Embriyogenik Kalluslarinin Elde Edilmesi

In vitro seleksiyonda kullanilacak bugday cesitlerini belirlemek amaciyla
yapilan sera ve saksi denemelerinde bugday ¢esitlerinin F. graminearum A-13 ve F.
culmorum B-4 izolatina kars1 gostermis olduklari tepkilere gore Adana 99. Geng 99
ve Seri 82 bugday c¢esitlerinin basaklarindan tozlanmadan 14, 16, ve 18 giin sonra
olgunlagsmamis tanelerden ¢ikarilmis embriyolar ile olgunlasmis bugday tanelerinden
alinan olgun embriyolar embriyogenik kallus elde etmek amaciyla %3 sakkaroz, 2
mg/L 2.4-D igeren MS ortami iizerinde kiiltiire alinmistir. Bugday c¢esitlerinin
olgunlasmamis embriyolarindan elde edilen kallus olusum oranlar1 %1 ile %92
oraninda degismistir. Kallus olusum oranlariyla ilgili sonuglar Cizelge 4.10, Cizelge
4.11 ve Cizelge 4.12’de verilmistir.

Bugday c¢esitlerinin ¢igeklenmeden sonra farkli zamanlarda kiiltiire alinan
olgunlasmamis embriyolarindan ve olgunlagmamis tanelerinden % 3 sakkaroz+2
mg/L 2.4-D igeren MS ortami iizerinde kiiltiire alinmasindan 4 hafta sonra (Sekil
4.18, Sekil 4.19) kalluslar elde edilmistir. Embriyogenik kallus elde etmek igin

kiiltiire alinan olgunlasmamis bugday embriyolarinin ve olgunlasmamis bugday
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tanelerinin  dollenmenin  ger¢eklesmesinden sonra kiiltire alindiklar1  giin
embriyogenik kallus olusumunda Onemli bir yer tutmaktadir. Bu nedenle
dollenmenin gerceklesmesinden itibaren 14., 16., 18. giinlerinde alinan bugday
cesitlerinin olgunlagmamig embriyolar1 ve olgunlasmamis bugday tanelerinin 2 mg/L
2.4-D igeren MS ortamu lizerinde kiiltiire alinmistir. Kiiltiire alma isleminden 4 hafta
sonra yapilan gozlemler sonucunda kallus olusum oranlart olgunlagsmamis
embriyolarda % 45-92 oraninda degisirken (Cizelge 4.10), olgunlagsmamis tanelerde
kallus olusumu ise % 3-20 arasinda (Cizelge 4.11) degisim gdstermistir.

Kiiltiire alinan olgunlasmamis embriyolardan en fazla kallus olusumu 18.
giinde, kiiltiire alinan % 92 ile Geng 99 ve % 84 ile Adana 99 ¢esidinde olmustur.
Ortalama kallus olusum orant % 68 olarak bulunmustur (Cizelge 4.10).
Embriyogenik kalluslar elde etmek amactyla % 3 sakkaroz, 2 mg/L 2.4-D igeren MS
ortami lizerinde kiiltiire aliman olgunlagsmamis bugday tanelerinden 4 hafta sonra
kalluslar elde edilmistir. En fazla kallus olusumu % 20 ile 18. giinde kiiltiire alinan
Seri 82 ¢esidinin olgunlagsmamis tanelerinden elde edilmistir (Cizelge 4.11).

Fennel ve ark., (1996), 3 farkli ortam iizerinde kiiltiire alinan 48 bugday
¢esidinin olgunlagsmamis embriyolarindan en fazla embriyogenik kalus olusumu 2
mg/L 2.4-D igeren MS ortamu lizerinde gozlemlemislerdir. Kasem ve ark., (1996);
Yang ve ark., (1998)’da yapmis olduklar1 bir ¢alismada olgunlagsmamis bugday
embriyolarindan 2 mg/L 2.4-D igeren MS ortamu iizerinde kalluslar elde etmiglerdir.

En yiiksek kallus olusumu doéllenmeden sonra 16. giinde kiiltiire alinan Geng
99 ¢esidi ile 18. gilinde kiiltiire alinan Geng 99 ve Adana 99 ¢esitlerinde gézlenmistir.
Genel olarak biitlin cesitlerde en yiiksek kallus olusumu dollenmeden sonra 16. ve
18. giinlerde Kkiiltiire alinan embriyolardan elde edilmistir. Olgunlagsmamis
embriyolarda embriyolarin gelisim safhasi embriyogenik kallus olusumu i¢in en
onemli faktorlerden biridir. Bu nedenle embriyolarin uygun doénemde Kkiiltiire
alinmas1 gerektigi vurgulanmaktadir. Bozorgipour ve Snape (1997); Gonzales ve
ark., (2001); Arun ve ark., (2003); Pellegrineschi ve ark., (2004). dollenmeyi takiben
14-22 giinler arasinda kiiltiire alinan olgunlasmamis bugday embriyolarindan

embriyogenik kalluslar elde ettiklerini bildirmislerdir.
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Cizelge 4.10. Olgunlagsmamis bugday embriyolarindan kallus tesviki (giin).

Cesit Kallus sayis1 (100 adet embriyodan)
14.giin 16.giin 18.glin
Adana 99 45D 62 b 84 b
Geng 99 71 a 76 a 92 a
Seri 82 48 b 66 a 75c

* Aym siitun igerisinde benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p
<0.05 hata sinirlar1 igerisinde birbirinden istatistiksel olarak farksizdir.

Cizelge 4.11. Olgunlagsmamis bugday tanelerinden kallus tesviki (giinlere gore)

Cesit Kallus sayis1 (100 bugday tanesinden)
14.glin 16.giin 18.glin

Adana 99 Ja 9a 9b

Geng 99 3a 8a 9b

Seri 82 4a 9a 20a

* Ayni siitun igerisinde benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p
<0.05 hata sinirlar1 igerisinde birbirinden istatistiksel olarak farksizdir.

Cizelge 4.12. Olgunlagmis bugday embriyolarindan kallus tesviki

Cesit Kallus sayis1 (100 adet embriyodan)
Adana 99 70 a

Geng 99 58 ab

Seri 82 62 ab

* Benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p <0.05 hata sinirlar
igerisinde birbirinden istatistiksel olarak farksizdir.
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Yapmis oldugumuz ¢alismada da déllenmeden sonraki 16. ve 18. giinlerde
kiiltiire alinan olgunlasmamis embriyolardan ve olgunlasmamis tanelerden kallus
olusumu bakimindan iyi sonu¢ alinmasi, daha onceden verilen bulgularla uyum
igerisinde olundugunun bir gostergesidir.

Embriyogenik kallus olusturmak amaciyla Adana 99, Geng 99 ve Seri 82
hexaploid bugday c¢esitlerinin olgunlagmis embriyolarindan kallus elde etmek
amaciyla embriyolar 4 mg/L 2.4-D iceren MS ortamlar iizerinde kiiltiire alinmustir.
Kiiltiire alinan olgunlagsmis embriyolardan kiiltiire alinmalarindan 4 hafta sonra
embriyogenik kalluslar elde edilmistir (Sekil 4.20). Cizelge 4. 12°de de goriildigi
gibi 2.4-D igeren MS ortamlar lizerinde kiiltiire alinan 3 farkli bugday ¢esidinin
olgun embriyolarindan olusan kalluslarin gelisim orant %57-70 arasinda degisim
gostermistir. Kallus olusturmayan olgun embriyolarin  birgogunun siirgiin
olusturdugu goriilmistiir. 2.4-D igermeyen kontrol ortami {izerinde kiiltiire alinan
embriyolardan ise kallus gelisimi  gozlenmemistir. Bugday ¢esitlerinin
olgunlasmamis ve olgunlasmis embriyolari ile siit olum doneminde olan bugday
taneleri kallus tesviki i¢in kiiltiire alinmalarindan 4 hafta sonra taneler ve embriyolar
tizerinde olusan embriyogenik kalluslar embriyo ve tanelerden ayrilarak yeniden
kallus ortamlar {izerinde kiiltiire alinmiglardir. Kallus olusturmayan embriyolar yine
aynt ortamlar {lizerinde altkiiltiire alindiklar1 halde herhangi bir kallus gelisimi
goriilmemis ve zamanla kahverengileserek canliliklarini kaybetmislerdir.

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda olgun bugday embriyolarindan embriyogenik
kalluslar elde edilmesinde basari dlgiitleri diisiik seviyede kalmistir. Bu nedenle. bir
cok arastirict embriyogenik kallus elde etmek icin olgunlasmamis embriyolar
kullanmiglardir (Ahlowalia, 1982; Ivanov ve ark., 1998; Machii ve ark., 1998; He ve
Lazeri, 2001; Pellegrineschi ve ark., 2004). Wu ve ark. (2003), bugdayin olgun ve
olgunlasmamis embriyolariyla, degisik govde pargalarini kallus olusturmak igin
kiiltiire aldiklarinda genotiplere bagli olarak en yiiksek oranda embriyogenik
kalluslar1 olgunlagmamis embriyolardan elde ettiklerini bildirmislerdir. He ve
Lazzeri (2001), bugdayda embriyogenik kalluslarin elde edilmesinde eksplant ve
ortam igeriginin bu kalluslardan bitki regenerasyonunda ¢ok énemli oldugunu ifade

etmislerdir.
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embriyolarindan olusan hizli gelisen kirilgan ve beyaza yakin renkteki
embriyogenik kalluslar

Sekil 4.19: Seri 82 bugday ¢esidi olgunlasmamis tanelerinin 2.4-D igeren MS ortami
iizerinde kiiltiire alinmalar1 ve kallus olugumu.

Sekil 4.20. Seri 82 bugday ¢esidinin olgunlagmis embriyolarinin 2,4-D iceren MS
ortamui {lizerinde kiiltiire alinmasi ile kallus
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Bu nedenle bir c¢ok arastirici kallus eldesinde eksplant kaynagi olarak
olgunlagsmamis embriyolar1 kullanmiglardir (Gu ve Liang, 1997; Vasi ve ark., 1990;
Nehra ve ark., 1994; Benkirane ve ark., 2000). Bu ¢alismada elde edilen sonuglara
gore olgun embriyolardan kallus olusumu ¢esitlere gore %62-70 oraninda degisim
gosterirken, olgunlasmamis embriyolardan kallus olusum oram %45-92 arasinda
olmustur. Olgunlasmamis embriyolardan embriyogenik kallus olgunlagmis
embriyolardan elde edilen embriyonik kalluslara oranla daha fazla olmustur.

Olgun embriyolardan kallus olusumunu arttirmak i¢in ortamlara ilave edilen
2.4-D konsantrasyonu artirilmistir. Ozgen ve ark., (2001) ile Delporte ve ark.,
(2001)’ nin yapmis olduklar1 calismalarda olgun bugday embriyolardan kallus elde
etmek i¢in daha yiiksek konsantrasyonda 2.4-D kullandiklarini bildirmiglerdir.

Kiiltiire alinan olgunlasmamis ve olgunlagsmis embriyolar ile olgunlagsmamis
bugday tanelerinden embriyogenik ve embriyogenik olmayan iki tip kallus olusumu
gbzlenmistir. Embriyogenik kalluslar seffaf beyazimsi renkte. ¢abuk dagilan. kirilgan
ve hizli gelisen bir yapiya sahip oldugu ve globular embriyolar igerdigi
belirlenmistir. Bu tiir kalluslarin embriyogenik kapasiteye sahip olmalarinin en
onemli gostergesi kiiltiire alindiklar1 ortam iizerinde hizli gelismeleri olmustur.
Embriyogenik olmayan kalluslar ise beyaz. 1slak goriiniimlii ve gevrek yapida oldugu
goriilmiistiir (Vasi ve ark., 1990; Yang ve ark., 1998; Arun ve ark., 2004). Yapilan
calismada farkli bugday ¢esitlerinden elde edilen kalluslardan kirillgan hizli gelisen

embriyogenik kalluslarin se¢imi bu sekilde kolaylasmistir.

102



4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA S.Evrim ARICI

4.6. Embriyogenik Bugday Kalluslarindan Bitki Regenerasyonu

Olgunlagmamis ve olgunlagmig bugday embriyolarindan  gelisen
embriyogenik kalluslardan bitki regenerasyonunu gerceklestirmek igin kalluslar
farkl1 kombinasyon ve konsantrasyonlarda IAA. BAP ve zeatin igeren MS ortamlari
tizerinde kiiltiire alinmislardir. Kalluslardan olusan % bitki regenerasyonu ile ilgili

sonuclar Cizelge 4.13’de verilmistir.

Cizelge 4.13. Geng 99 bugday ¢esidinin embriyogenik kalluslarmin kiiltiire alindig1
regenerasyon ortamlari ve regenerasyon orani.

Regenerasyon ortamlari Regenerasyon
oram %

MS+0.1 mg/L TAA+1 mg/L BAP+1 mg/L kinetin+%3 20.5b

sakkaroz

MS+0.5 mg/L TAA+1 mg/L BAP+ %2 sakkaroz 322a

MS+ 1 mg/L TAA+ 1 mg/L zeatin+%3 sakkaroz 26.5 ab

* Benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine goére p <0.05 hata sinirlar
igerisinde birbirinden istatistiksel olarak farksizdir.

Cizelge 4.13° de gozlendigi gibi. Geng 99 bugday cesidinden elde edilen
embriyogenik kalluslar 0.5 mg/L TAA+1 mg/L BAP+ %2 sakkaroz iceren MS ortami
tizerinde bitki regenerasyonuna dogru daha fazla yonelmislerdir. Diger ortamlar
tizerinde ise embriyogenik kalluslardan diisiik oranlarda bitki regenerasyonu
gozlenmistir. En yiiksek bitki regenerasyonu oran1 % 32 ile MS+0.5 mg/L TAA+I
mg/L BAP+ %2 sakkaroz igeren ortam lizerinde meydana gelmistir. Bunu sirasiyla
MS+ 1 mg/L TAA+ 1 mg/L zeatin+%3 sakkaroz igeren ortam ile MS+0.1 mg/L
IAA+1 mg/LL BAP+1 mg/L kinetin+%3 sakkaroz igeren ortamlar izlemistir. Bitki
regenerasyonu icin kiiltiire alinan bu kalluslardan kiiltiire alinmalarindan yaklagik 2-3
hafta sonra kalluslar iizerinde yesil embriyoidler olusmus ve daha sonra bitkicikler

meydana gelmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Geng 99 bugday c¢esidi olgunlasmamis embriyolarindan elde edilen
embriyogenik kalluslarin MS+0.5 mg/L IAA+1 mg/L BAP+ %2
sakkaroz iceren MS ortami iizerinde kiiltire alimmasi ve bitki
regenerasyonu (a. b. c. d).

Jimenes ve Bangerth (2001), bugday kalluslarindan farklilasmay1 tesvik
etmede kiiltiir sartlarinin (ortam igerisindeki besin maddelerinin) etkili oldugunu
belirtmigler ve ortama ilave edilen oksinlerin bitki regenerasyonunu olumlu yonde
etkiledigini tespit etmislerdir.

He ve Lazeri (2001) bugday kalluslarinda kullanilan eksplant ve ortam
iceriginin bitki regenerasyonunda ¢ok énemli oldugunu ifade etmislerdir. Bu nedenle
embriyogenik kallus elde etmek i¢in eksplant kaynagi olarak olgunlagsmamis
embriyolart kullanmiglardir. Ayrica bugday kalluslarindan bitki regenerasyonunda
oksinlerin ¢ok dnemli bir faktor oldugunu ve bu nedenle kallus asamasinda 2.4-D
kullanildigini ifade etmislerdir. Bu arastiricilar ayrica bitki regenerasyonunda bugday

genotipinin de 6nemli bir rolii oldugunu ifade etmislerdir. Vasi ve ark., (1990);
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Ivanov ve ark., (1998); Machii ve ark., (1998), embriyogenik bugday kalluslarindan
bitki regenerasyonunu gerceklestirmek icin kalluslar1 farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlarda hormonlar iceren besi ortamlar1 {izerinde kiiltiire almislardir.
Jimenez ve Bangerth (2001), her eksplantin farkli konsantrasyonlarda endogenik
hormon igerdiklerini belirtmisler ve bu nedenle regenerasyon ortami igerisine farkli
konsantrasyon ve kombinasyonlarda hormonlar ilave edilmesi gerektigini
vurgulamiglardir. Gonzales ve ark., (2001) bugday kalluslarindan regenerasyonun
bugday genotipine bagli oldugunu ve bitki regenerasyonunda kullanilan ortaminda
regenerasyonda etkili oldugunu ifade etmislerdir. Yapilan bu ¢alismada regenerasyon
ortami icerisine diisiik konsantrasyonlarda IAA, BAP, zeatin gibi hormonlar ilave
edilmis ve bu hormonlarinda bitki regenerasyonunda etkili oldugu saptanmastir.
Regenere olan bitkiler daha sonra 2 MS+1 mg/L NAA+ %2 sakkaroz igeren
ortamlar tlizerinde kiiltiire alinarak kok olusumu tesvik edilmistir. Bu sekilde
koklenen bitkiler daha sonra toprak:kum:ciftlik giibresi karisimi iceren saksilara
aktarilmis ve bitkiler polietilen plastik bir torba ile kapatilarak 10 giin siire ile nemli
kosullar altinda 2242 °C’de tutulmustur. Daha sonra torbalar agilarak bitkinin dogal

kosullara adaptasyonlar1 saglanmistir (Sekil 4.22).

Sekil 4.22. Geng 99 bugday ¢esidinin embriyogenik kalluslarindan bitki
regenerasyonu (a-b) ve dogal kosullara adaptasyonu (c-d).
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47. F. graminearum ve F. culmorum Optimum Kiltir Filtrati

Konsantrasyonlarimin Bitkiler Kullamlarak Saptanmasi
Homojen bir seleksiyon yapmak i¢in F. graminearum A-13 ve F. culmorum
B-4 izolatlarinin belirli oranlarda sulandirilmis kiiltiir filtratlari, degisik bitkiler

lizerinde denenmis ve alinan Cizelge 4.14ve Cizelge 15°de verilmistir.

Cizelge 4.14. Farkli oranlarda sulandirilmis kiltiir filtratlarinin  domates (L.

esculantum L.) fidelerinde olusturdugu hastalik siddeti (%)

Kiiltir Kiiltiir filtratinin test bitkilerini

filtrat1 hastalandirma yiizdesi
sulandirma F. culmorum F. graminearum

orant (B-4) (A-13)
1/10 82.5+0.54 a 73.3+0.54 a
1/20 82.5+0.54 a 66.7£0.0b
1/30 70+0.54 b 60.0+0.54 ¢
1/40 62.5+40.0b 57.840.44 ¢
1/50 57.5+0.54 ¢ 46.7£0.44 d
1/60 42.54+0.54 ¢ 26.7+0.54 ¢
1/70 27.5+0.44 d 24.4+0.44 ef
1/80 20+0.44 ¢ 20.0£044 f
1/90 12.5+£0.0 f 11.1£0.0 g
1/100 12.5+0.0 f 11.1+0.0 j
Kontrol 0+0.0 g 0.0+£0.0 k

* Aym siitiin igerisinde benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p
<0.05 hata sinirlar1 igerisinde birbirinden istatistiksel olarak farksizdir.
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Kullanilan domates fidelerinde farkli oranlarda sulandirilan kiiltiir filtratinin
bitkileri hastalandirma derecelerinde farkliliklar gézlenmistir. Kiiltiir filtratinin 1/10.
1/20. 1/30 sulandirmalar1 bitkiler tizerinde siddetli 6ldiirticii etkiye sahip olmustur
(Cizelge 4.14). Domates fideleri 1/50 ve 1/60 sulandirmalarda hafif ve orta
derecelerde yan yatarak solma ve porstime seklinde reaksiyon gostermislerdir. Kiiltiir
filtrat1 konsantrasyonlarinin domates fidelerinde olusturdugu simptomlar Sekil
4.23’de goriilmektedir.

En uygun LDs, degerini belirlemek amactyla domatesin bitki materyali olarak
kullanildig1 arastirmada en uygun F. graminearum kiiltiir filtrati konsantrasyonunun
1/50 sulandirmasi oldugu belirlenmistir. F. culmorum’ dan elde edilen kiiltiir
filtratinin 1/50. 1/60 ve 1/70 sulandirma oranlarinda LDs, degeri arasinda farkliliklar
saptanmistir. En uygun kiiltiir filtrati sulandirma oranin F. graminearum’da oldugu
gibi 1/50 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.24).

Sekil 4.23. F. culmorum’un 1/10. 1/20. 1/30. 1/40. 1/50. 1/60. 1/70. 1/80. 1/90. 1/100
oranlarinda sulandirilmis kiiltiir filtratinin domates (L. esculantum L.)
fideleri tizerinde olusturdugu simptomlarin uygulamadan 24 saat sonraki
goriiniimleri.
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Sekil 4.24. Farkli oranlarda sulandirilmig kiiltiir filtratlarinin domates (L. esculantum

L.) fidelerinde olusturdugu hastalik siddeti.

Nachmias ve ark., (1977 ) fungus toksinlerinin avakado. salatalik ve domates

gibi genis bir konukcu dizisi lizerinde simptomlara neden oldugunu bildirmislerdir.

Nadel ve Spiegel-Roy (1997) yaptiklar1 ¢alismada fungus toksinin LDsy degerini

ortaya koymak icin 10-14 giinliik salatalik fidelerini kullanmiglar ve toksik etkiyi

LDy olarak belirledikten sonra bu degeri direk olarak toksine dayanikli kalluslarin

seleksiyonu i¢in kullandiklarini bildirmiglerdir.

Arastirmada kullanilan bugday bitkileri iizerinde de domates bitkileri

lizerinde yapilan testin sonuglarina benzer simptomlara neden olan kiiltiir filtratinin

1/10, 1/20 ve 1/30 sulandirmada bugday bitkilerinde tamamen solgunluk ve

porsiimeye neden olmustur (Sekil 4.25).

Sekil 4.25. F. culmorum’un 1/10. 1/20. 1/30. 1/40. 1/50. 1/60. 1/70. 1/80. 1/90. 1/100
oranlarinda sulandirilmis kiiltiir filtratinin bugday bitkileri (T. aestivum
cv. Seri 82) iizerinde olusturdugu simptomlar.

108



4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA S.Evrim ARICI

Kiiltiir filtratinin 1/50 sulandirma oraninda olusan simptomlar orta derecede
solgunluk ve porsiimeye neden olsa da. bitkiler siddetli olarak etkilenmistir. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda LDsy degerinin 1/60 sulandirma oraninda olmasi

gerektigi sonucuna varilmistir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. Farkli oranlarda sulandirilmis kiiltiir filtratlarinin Seri 82 bugday
(T.aestivum L.) fidelerinde olusturdugu hastalik siddeti (%).

Kiiltiir Kiiltiir filtratinin test bitkilerini

filtrati hastalandirma yiizdesi
sulandirma F. culmorum F. graminearum

orani (B-4) (A-13)
1/10 100+0.0 a 97.840.47 a
1/20 93.3+0.54 a 88.9+0.0 b
1/30 86.7£0.44 b 80.0+0.2 ¢
1/40 77.8£0.0 ¢ 73.3+0.24 d
1/50 68.9+0.44 d 62.5£0.24 ¢
1/60 57.8+0.44 ¢ 55.6£0.0 f
1/70 51.1£0.54 f 48.9+0.24 ¢
1/80 42.2+0.44 ¢ 37.8£0.24 h
1/90 17.8+0.54 h 17.8+0.24 1
1/100 11.1£0.0 h 11.1£0.0 j
Kontrol 0+0.0 h 0.0£0.0 k

* Ayni slitiin igerisinde benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gore
p <0.05 hata sinirlar1 igerisinde birbirinden istatistiksel olarak farksizdir.

Kiiltiir filtratinin 1/60. 1/70 ve 1/80 sulandirmalarinda solgunluk ve porsiime
simptomlar1 ¢ok siddetli olmamis, 1/90 ve 1/100 oraninda sulandirmalarda ise
bugdayda cok hafif solgunluk simptomlar1 goriinse de bitki cok fazla bundan
etkilenmemistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Farkli oranlarda sulandirilmis kiiltiir filtratlarinin bugday (T.aestivum L.)
fidelerinde olusturdugu % hastalik siddeti.

Chawla ve Wenzel (1987). bugday yapraklarmin 0.5 mM saf Fusarium

toksinine lokal nekrozlar, solgunluklar ve yapraklarda kuruma seklinde reaksiyonlar

gostererek 60 saat i¢inde simptomlarin ortaya ciktigimi gozlemlemislerdir. Bu

bulgular elde ettigimiz sonuglarla benzerlik tasimaktadir.

Arastirmada F. graminearum ve F. culmorum’ dan eclde edilen kiiltiir

filtratinin 1/10. 1/20. 1/30 ve 1/40 oranlarda sulandirmalarina karsi tiitiin yapraklari

farkl1 reaksiyonlar gostermistir. Sekil 4.27°de de goriildiigii gibi kiltir filtrati

uygulamasindan 7 giin sonra tiitiin yapraklarinda nekrozlar gdzlenmistir. Bu nedenle.

herhangi bir toksinin etkinliginin arastirildigi bir arastirmada ayni bitki tiirlerinde

bile ¢ok genis degiskenlik oldugu igin ¢ok genis bitki cesidinde kiiltiir filtrati

denemelerinin yapilmasi gerektigi sonucunu ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 4.27. F. graminearum ve F. culmorum’dan elde edilen kiiltiir filtratinin tiitiin
yapraklari iizerinde a: F. graminearum kiiltiir filtratinin 1/30 (yapragin
sag ayast) ve 1/40 (yapragin sol ayasi). b: Kontrol (destile su
uygulamasi). ¢: F. culmorum kiiltiir filtratinin 1/20 (yapragin sag ayasi)
ve 1/30 (yapragin sol ayasi) oranindaki uygulamadan 5 giin sonra.
olusturduklart simptomlar.

4.8. F. graminearum ve F. culmorum’un Optimum Kiiltiir Filtrat
Konsantrasyonlar1 ile Fusarik Asit Konsantrasyonunun Kalluslar

Kullanilarak Saptanmasi

F. graminerum A-13 ve F. culmorum B-4 izolatlarindan hazirlanan kiiltiir
filtrat1 %10, %20, %30, %40 ve %50 oranlarinda sulandirilarak hazirlanmis
konsantrasyonlart kallus ortamlarina ilave edilmis ve iizerinde gelisen kalluslarin
biliylime oranlar1 Cizelge 4.16°da verilmistir. Kalluslarin gelisiminde kontrol ile 1/10
ve 1/20 oranlarinda kiiltiir filtrat1 iceren ortamlar iizerinde fazla bir farklilik tespit
edilmemistir. 1/30 ve 1/40 oraninda kiiltiir filtrat igeren ortam {lizerinde gelisen
kalluslarin biiylik bir kisminda kahverengilesme ve 6lim gozlenirken bir kisminda
ise gelisme tespit edilmistir. Kiiltiir filtratinin %50 oraninda oldugu ortamlar
tizerinde ise kalluslarin tamaminda kahverengilesme ve olim gozlenmistir (Sekil
4.28). Bu sonuglar dogrultusunda in vitro seleksiyon igin en uygun kiiltiir filtrati

konsantrasyonun %30 olmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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Cizelge 4.16. Gen¢ 99 bugday cesidi embriyolarindan elde edilen
embriyogenik kalluslarinin farkli oranlarda F. culmorum kiiltiir filtratin1 igeren MS

ortamu lizerindeki gelisme oranlari.

F. culmorum Kiiltiir Skala degerleri
filtrat konsantrasyonu (ortalama)
%50 50a
%40 43b
%30 25¢c
%20 1.5d
%10 1.0e
Kontrol 1.0e

* Benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p <0.05 hata sinirlari
igerisinde birbirinden istatistiksel olarak farksizdir.

Sekil 4.28. Geng 99 bugday ¢esidi embriyogenik kalluslarinin MS+2mg/L 2.4-D +
%?2 sakkaroz + farkli oranlarda F. culmorum kiiltiir filtrat1 igeren MS ortami1
tizerinde kiiltiire alinmast ile in vitro seleksiyonu.

Kasem ve ark. (1991), toksin iceren ortamlar lizerinde kiiltiire alinan
kalluslarin gelisimlerinin engellendigini bildirmiglerdir. Kasem ve ark., (1996)
yaptiklar1 bir ¢aligmada F. graminearum kiiltiir filtrat1 (%30) igeren kallus ortaminin
bugday genotipine bagl olarak fungusun toksik metobolitlerine dayanikli kalluslarin
secimi i¢in uygun oldugunu. %10 ve %20 konsantrasyonlarda kiiltiir filtrat1 iceren
kallus ortamlarinda ise kalluslarin canli kaldiklarini belirtmislerdir. Jin ve ark.

(1996), soya fasiilyesi kalluslarint degisik konsatrasyonlarda (1:100. 1:75. 1:50 ve
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1:25) F. solani kiiltiir filtrat1 iceren ortamlar iizerinde kiiltiire alarak kiiltiir filtrati
konsantrasyonlarinin kallus gelisimi iizerine olan etkilerini arastirmistir. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda en fazla kallus kahverengilesmesinin, 1:25 kiiltiir filtrati
iceren ortam iizerinde gerceklestigi belirlenmis ve Fusarium metobolitleri iceren
secici ortamlar lizerinde kallus gelisiminin engellendigini gozlemlemislerdir. Badea
ve ark. (1997), Bugday Basak Yanikligt Hastalii’'na neden olan F.
graminearum‘dan elde edilen kiiltiir filtratina kars1 bugday kalluslarindan hastaliga
dayanikli bitki elde etmek amaciyla c¢alismalar yapmislardir. Calismada bugday
kalluslar1 %10, %20 ve %40 oranlarinda kiiltiir filtrat1 ilave edilmis kallus ortami
tizerinde kiiltiire alinmiglardir. Bugday kalluslar1 %10 ve %20 kiiltiir filtrat1 igeren
ortamlar {izerinde kalluslarda gelismenin oldugu. diisiik konsantrasyonlarda
uygulanan kiiltiir filtrat nedeniyle bugday kalluslarinda kitinaz enziminin artmasiyla
embriyogenik kallus olusumunda pozitif bir etkinin oldugu belirlenmistir. Daha
yiiksek kiiltiir filtrat1 konsantrasyonu (%40) igeren ortam iizerinde kallus gelisiminde
daha az gelisme ve biiyiik oranda dliimlerin oldugu gozlemlenmistir.

In vitro seleksiyonunda 2. selektif ajan olarak kullanilmasi 6ngoriilen Fusarik
asit 0, 0.01, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1 mM konsantrasyonlarda ortama
ilave edilmis ve bu ortamlar iizerinde gelisen kalluslarin biiylime oranlar1 Cizelge
4.17°de verilmistir. Kiiltiire alma isleminden 4 hafta sonra 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 ve 1
mM fusarik asit konsantrasyonlarini iceren MS kati ortami iizerinde kalluslarda
hicbir gelisme gozlenmemis ve kalluslarin kahverengilestigi gézlenmistir. Fusarik
asitin 0.01 mM konsantrasyonunu igeren ortam iizerinde gelisen kalluslar ile kontrol
olarak alman katt MS ortami {izerinde gelisen kalluslar arasinda gelisme a¢isindan
hi¢bir fark saptanamamistir. Fusarik asitin 0.1, 0.2, 0.3 mM konsantrasyonlarini
iceren ortam tizerinde kiiltlire alman kalluslarin gelisiminde ise azalma tespit
edilmistir. Fusarik asitin 0.4 mM konsantrasyonunu igeren katt MS ortami iizerinde
gelisen kalluslarin ise biiyiik bir kismi1 kahverengilesirken bir kisminda ise azda olsa
gelisme tespit edilmistir (Sekil 4.29). Sonugta in vitro seleksiyon i¢in en uygun FA

konsantrasyonun 0.3 mM oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.17. Geng¢ 99 bugday ¢esidi embriyogenik kalluslarinin farkl
konsantrasyonlarda fusarik asit igeren MS ortamlari iizerinde gelisme oranlari

Fusarik asit konsantrasyonu Skala degerleri (ortalama)

I mM 50a
0.9 mM 50a
0.8 mM 50a
0.7 mM 50a
0.6 mM 5.0a
0.5 mM 50a
0.4 mM 4.6b
0.3 mM 3.06 c
0.2 mM 24d
0.1 mM 22e
0.01 mM 1.0f
Kontrol 1.0f

* Benzer harf ile gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p <0.05 hata sinirlari
icerisinde birbirinden istatistiksel olarak farksizdir.

Sekil 4.29. Geng 99 bugday ¢esidi embriyogenik kalluslarinin MS+ 2mg/L. 2.4-D+
%?2 sakkaroz+farkli konsantrasyonlarda fusarik asit iceren MS ortami
tizerinde kiiltiire alinmasi.
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Remotti ve ark., (1997) Gladioyol bitkisinden F.oxyporium fsp. gladiolus’a
dayanikli bitki elde etmek i¢in iki Gladiyol ¢esidinden elde ettikleri kalluslar fusarik
asit iceren ortamlar {izerinde kiiltiire alarak fusarik asit toksinine kars1 duyarliliklarini
arastirmiglardir. Kalluslar 0, 0.2, 0.3, 0.35, 0.4 ve 0.54 mM konsantrasyonlarda
fusarik asit ilave edilmis ortamlar {izerinde kiiltiire alinmis. dayanikli kallus
hiicrelerinin se¢imi i¢in optimum fusarik asit konsantrasyonunun 0.35 mM oldugunu
belirlemislerdir. Curir ve ark. (2000), in vitro seleksiyonla dayanikli hiicre se¢iminde
kullanilan fusarik asit patojen etkisi gostererek, ozellikle yliksek dozda kullanildigi
zaman bitkilerde polyfenol oxidase aktivitesini engelledigini bildirmislerdir. Chawla
ve Wenzel (1987), fusarik asitin arpa kalluslarina olan etkisini arastirmak ig¢in
kalluslar1 0. 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 ve 2 mM fusarik asit igeren ortamlari lizerinde kiiltiire
almis. 1.0 ve 2.0 mM konsantrasyon fusarik asit iceren ortamlar lizerinde kalluslarin
tamamen o6ldiigiint, 0.8 mM fusarik asit iceren ortam iizerinde ise bu kalluslarin
%85’nin 6ldligiint tespit etmislerdir. In vitro seleksiyon caligmasinda 0.8 mM
fusarik asit toksin konsantrasyonunun iyi bir baslangic olacagini belirlemistir.
Yapilan bu c¢aligmada optimum fusarik asit konsantrasyonunun 1.52-1.71 mmol/L

oldugu saptanmuistir.

4.9. Seleksiyon Siireci

4.9.1. Seleksiyonda Kalluslarin Kullanimi

In vitro seleksiyonda kullanilmak {izere 4.5’de belirtildigi sekilde lethal
dozlar belirlendikten sonra F. graminearum A-13. F. culmorum B-4 izolatlarindan
elde edilen %30 oraninda kiiltiir filtrat1 ve 0.3 mM fusarik asit toksinini igeren kallus
ortamlar1 lizerinde kiiltiire alinan kalluslarin aylik biiylime oranlar1 Cizelge 4.18’de

verilmistir.
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Cizelge 4.18. Kalluslarin kiiltiir filtrat1 igeren ve icermeyen ortamlardaki aylik
biiylime indeksleri (Biiyiime indeksleri; kalluslarin ay sonu ile ay basi
agirlik farkindan elde edilmistir.

Alt Kiiltiirler

Bugday Cesitleri | Uygulamalar 1. 2. 3. 4.

Fusarik asit 0.68b |023c |0.70b [0.69Db
Adana 99 F.culmorum 048c |0.50b |0.66b [0.83Db
F.graminearum |0.55bc [0.36bc [0.78b |1.13a
Kontrol 235a |[l.65a (2.10a |193a
Fusarik asit 0.56b [030c |0.74c |0.80Db
Geng 99 F.culmorum 0.56b |046b |0.82c¢ |I.1b

F.graminearum [0.55b [043b |[1.30b |[1.20Db

Kontrol 2.7a 1.65a |238a |2.16a
Fusarik asit 0.66b |0.17b [0.56b |0.63b
Seri 82 F.culmorum 046b [035b [0.62b |0.69b
F.graminearum [0.47b [0.36b [0.68b [0.86Db
Kontrol 266a |2.13a |226a |2.50a

* Her bir uygulama i¢in ayni siitlin icerisinde benzer harf ile gosterilen ortalamalar
Duncan testine gore p <0.05 hata siirlar1 igerisinde birbirinden istatistiksel olarak
farksizdir.

Kallus gelisimleri kontrol olarak alinan kalluslar ile karsilastirildiginda kiiltiir
filtrat1 ve fusarik asit iceren ortamlarda diizenli olarak azalmis ve ancak bazi
kalluslarda gelismeler tespit edilmistir. ilk alt kiiltiirde fusarik asit ve kiiltiir filtrati
iceren ortamlar tizerindeki kalluslarin gelisimlerinde azalma belirlenmistir. Kontrol
ile karsilastirildiginda azalmanin %20-31 civarinda oldugu gozlenmistir. Birinci alt
kiiltiirde gelisme gosteren kalluslarin, ikinci altkiiltiirde gelismeleri kontrol hiicreleri
de dahil olmak iizere tiim kalluslarda biiylime yavas yavas azalmis, fakat en fazla
biiyime F. culmorum kiiltiirii filtrat1 igceren ortam fiizerinde gelisen Adana 99
¢esidinde olmustur. Fusarik asit igeren ortamlar tizerindeki bazi kalluslarin tamamen

kahverengilesmesine ragmen bazi kalluslarda gelismeler oldugu goézlenmis ve bu

116



4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA S.Evrim ARICI

kalluslar iizerinde embriyo gelisimleri saptanmistir (Sekil 4.30). Fusarik asit igeren
ortamlar tizerindeki kalluslarin 3. altkiiltiirde gelisiminde %36-62 arasinda Onceki
aya oranla bir artig tespit edilmistir. Kontrol olarak alinan hiicrelerde 3. altkiiltiirde
bir onceki aya gore gesitler arasinda farklilik olmasina ragmen bu artis %64-76
arasinda olmustur. Kiiltiir filtrat1 ve fusarik asit iceren ortamlar iizerinde gelisen

kalluslarin gelismelerinde 3. ve 4. alt kiiltiirlerde bir sapma gostermemistir.

Sekil 4.30. Fusarik asit (a) ve F. culmorum kiiltiir filtrat1 (% 30) (b) iceren kallus
ortamlar1 lizerinde gelisen kallus kolonilerinin 2. alt kiiltiirden sonra
gelismesine devam eden ve etmeyen kalluslarin genel goriintimleri.

Bugday genotiplerinin Bugday Basak Yanikligi Hastali§i’na karst dayanikhi
olmasiyla. hiicre bazinda toksik metobolitlere karst dayaniklilig1 arasinda pozitif bir
korelasyon bulunmaktadir. Wang ve Miller (1988), yaptiklar1 ¢alismada Fusarium’a
karst duyarli olan bugday cesitlerinin toksinlere karsi duyarlilik gosterdiklerini
bildirmislerdir. Wolf ve Earle (1990), her toksin uygulamasindan sonra sayili oranda
kalluslarin canli kalmasini genotiplere baglamaktadirlar. MS ortamu {izerinde selekte
edilen kalluslarin regenerasyon kabiliyetléri %2-8 oraninda degismekte ve toksin
icermeyen ortamlar lizerinde gelisen kalluslarla karsilastirildiginda bu regenerasyon
oraninin 10 kat daha diisiik oldugu ileri siiriilmektedir. Bunun sebebinin ortam
igcerisinde bulunan fusarium toksinin metabolizmasindan kaynaklandigi sanilmaktadir.
Ortam igerisinde fungusun lretmis oldugu toksininin varligi kalluslardan bitki

regenerasyonun kismen yada tamamen yok olmasina ve canliligin azalmasina neden
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olabilmektedir (Kasem ve ark., 1996; Badea ve ark., 1998; Maier ve Oettler, 1992;
Maier ve Oettler, 1996, Yang ve ark., 1998). Anter kiiltiirii ile elde edilen kalluslar
uzun siire fusarium toksini igeren ortam iizerinde Kkiiltlire alindiginda bitki
regenerasyon kabiliyeti kayboldugu bildirilmis olup in vitro seleksiyonla dayanikli
bitkilerin ne kadar nadir elde edildigi bu sonugla agiklanabilir (Latunde-Dada ve
Lucas, 1988).

Biitiin genotiplerde dayanikli kalluslarin regenerasyon kabiliyeti seleksiyona
ugratilmamis kalluslara gore daha zor olmaktadir. Test edilen genotiplerde ¢ok az
sayida bitki regenerasyonu goézlenmistir. Tahillarda regenerasyon kabiliyeti bitki
cesidine ve genotipe bagli oldugu bilinmektedir. Kallus gelisiminin ve bitki
regenerasyonunun fusarium toksinine karsi esit bir sekilde duyarliligi mevcut degildir
(Kasem ve ark., 1991; Kasem ve Sagi 1993).

Canli kalan kalluslar bitki regenerasyonu i¢in MS+0.5 mg/L IAA+1 mg/L
BAP+ %2 sakkaroz iceren kati ortam iizerinde kiiltiire alinmistir (Sekil 4.31. 4.32).
Regenere olan bitkiler daha sonra 2 MS+1mg/L. NAA+ %?2 sakkaroz igeren ortamlar
tizerinde kiiltiire alinarak koklendirilmesi saglanmistir. Kok olusumu tamamlanan
bitkiler toprak:kum:¢iftlik giibresi karisiminda topraga aktarilmis ve iizerleri 7-10
giin siire ile polietilen bir torba ile kapatilarak bitkiciklerin dogal kosullara

adaptasyonunu saglanmustir.

Sekil 4.31. Fusarik asit (a) ve % 30 F. culmorum kiiltiir filtrati (b) igeren ortamlar
iizerinde gelisen kalluslardan elde edilen bitkicikler.
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Sekil 4.32. Selekte edilmis kalluslardan bitki regenerasyonu (a) ve basak
olusumu (b).

Kok olusumu igin kiiltiire alinan bitkilerden bazilarinin zayif koklenmeleri
sonucunda topraga adaptasyonlarinda giigliiklerle karsilasilmaktadir. Kokleri daha iyi
geligmis bitkilerin topraga adaptasyonlarinin daha kolay oldugu saptanmustir.

Yapilan aragtirmalarda bitki eldesinde kritik donemlerden birisininde topraga
adaptasyon asamasi oldugu gozlenmistir. Bu asamada evapotranspirasyonu onlemek
icin bitkilerin 7-10 giin siire ile polietilen plastikler altinda tutulmasi ya da
mislemenin yapilmas1 gerekliligi ortaya ¢ikmustir.

Kiiltir filtrati ve fusarik asit igeren ortamlar iizerinde selekte edilen
kalluslardan 19 adet bitki regenere edilmis, basak olusturulmus, ancak bu bitkilerden
tane elde edilememistir. Bunun baslica nedeninin basak icgerisinde bugday tanesinin
olusturulmasi i¢in gerekli 151k ve sicaklik faktdriinlin tam olarak saglanmamasindan ve
uzun siire kiltlir filtrat1 ve fusarik asit igeren ortam iizerinde alt kiiltiire alinan
kalluslarin varyasona ugramasiyla ortaya c¢ikan farkliliklardan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Ciinki kiltiir filtrat1 ve fusarik asit igeren ortamlar lizerinde canli
kalluslardan regenere olan bitkilerin yetistirildigi klima odalar1 bunun i¢in uygun
olarak dizayn edilmemistir. Bunun yan1 sira uzun siire toksin iceren ortam iizerinde
kiiltiire alinan kalluslarin bitki regenerasyon kabiliyeti kayboldugu Latunde-Dada ve
Lucas, 1988 tarafindan bildirilmistir. In vitro seleksiyonla dayanikli bitkilerin ne

kadar nadir elde edildigi bu sonuglarla agiklanabilir.
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4.10. Kiiltiir Filtrat1 ve Fusarik Asit’in Tohum Cimlenmesi Uzerine Etkisi

Sekil 4.34° de goriildiigii gibi Bugday Basak Yanikligi Hastali§i’na neden
olan etmen, bugday tanelerinin ¢imlenmesini ve kok gelisimini engellemektedir.
Yapilan c¢aligmada, %30 oraninda F. graminearum A-13. F. culmorum B-4
izolatlarindan elde edilen kiiltiir filtrat1 ve 0.3mM Fusarik asitin bugday bitkisine
olan etkisini belirlemek amaciyla ¢imlendirme denemesi sonuglarina bakildiginda
cesitlere bagli olarak bugday tanelerinin kontrolde ¢imlenme orant %95-98 iken %30
oraninda A-13 izolatindan elde edilen kiiltiir filtrat uygulamasinda % 70-77. B-4
izolatindan elde edilen kiiltiir filtrat1 uygulamasinda %67-74. 0.3 mM Fusarik asit

uygulamasinda ise ¢imlenme orani %67-75 olarak belirlenmistir (Sekil 4.33).

Cizelge 4.19. Fusarium spp. kiiltiir filtratlar1 ile Fusarik asitin bugday tohumlarinin
cimlenmesi lizerine etkisi

Kontrol F.culmorum F.graminearum Fusarik asit Ortalama

Adana 99 99 70 74 75 80 A

Geng 99 98 77 75 72 81 A

Seri 82 95 70 67 67 75 A
Ortalama 97 72 72 71
A B B B
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Sekil 4.33. Fusarium spp. kiiltiir filtratlari ile fusarik asitin bugday tohumlarinin
¢imlenmesine etkisi

Chawla ve Wenzel (1987) bugday bitkisi yapraklarinin 0.5 mM saf Fusarium
toksinine lokal nekrozlar, solgunluklar ve yapraklarda kuruma seklinde reaksiyonlar
gostererek 60 saat i¢inde simptomlarin ortaya ¢iktigin1 gozlemlemistir. Bu bulgular,
elde ettigimiz sonuglarla benzerlik tasimaktadir.

Kiltiir filtratt ve fusarik asit uygulamasi sonucunda, ¢imlenen bugday
bitkilerinin koklerinin oldukg¢a kisa ve az oldugu, kontrol bitkilerini ise ¢imlenen
bugday tohumlarin normal kék uzunluguna sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.33). Kontrol bitkiler ile uygulamalara tabii tutulmus bitkiler arasinda istatistiksel
acidan fark oldugu belirlenirken uygulamalar arasinda bir farkin olmadig1 tespit
edilmistir (Cizelge 4.19). Sonug olarak %30’ luk kiiltiir filtratlarinin ve fusarik asit
uygulamasinin bugday bitkisinin tohumlarinin ¢imlenmesinde etkili oldugu
saptanmistir. Buerstmayr ve ark. (2004), tarafindan yapilan c¢alismada uygulamis
olduklar1 fusarik asitin bugday tohumlarinin ¢imlenmesini etkiledigini ve kok
gelisimini engelledigini bildirmislerdir. Yapilan bu calismada alinan sonuglar,

Buerstmayr ve ark., (2004)’nin yapmis olduklar1 ¢alismadan aldiklar1 sonuglarla
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karsilastirildiginda paralel sonuglar elde edilmis ve 0.30 mM fusarik asitin bugday

tohumlarinin ¢imlenmesini engelledigi belirlenmistir.

[/

Sekil 4.34. 0.3 mM Fusarik asitin bugday bitkisinin koklerine etkisi

4.11. F. graminearum ve F. culmorum’a ait izolatlarin Molekiiler Analizi

Hastaliga karst dayanikli bitkilerin elde edilmesinde patojenin genetik
farkliligmmin ve dogal yapisinin bilinmesi ¢ok Onemlidir. Fitopatojen funguslarda
genetik  varyasyon analizinde molekiiler markirlar basarili  bir  sekilde
kullanilmaktadir. Baz1 fitopatojen funguslarin intraspesifik genetik varyasyonlarin
arastirtlmasi i¢in RAPD markirlar1 basarili bir metod olarak kullanilmaktadir
(Williams ve ark., 1990; Welsch ve McClelland, 1990; Parry ve Nicholson, 1996;
Yang ve ark., 2000). RAPD analiz yontemi bugday hastaliklarina neden olan
Fusarium spp’nin genetik farkliliklarini tespit etmek amaciyla bazi arastirmacilar
tarafindan kullanilmigtir (Nicholson ve ark., 1993; Quellet ve Seifert, 1993; Schiling
ve ark., 1996; Nicholson ve ark., 1998; Carter ve ark., 2000; Gargouri ve ark., 2003;
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Galio-Meagner, 2003). Bu calismada yapilan patojenite testi sonuglarina gore F.
graminearum A-13 ile F. culmorum B-4 izolatinin diger izolatlara gére daha agresif
olarak belirlenmesi nedeniyle. izolatlar arasinda genetik farkliliklarin  olup
olmadigini tespit etmek amaciyla RAPD-PCR analizi yapilmistir. Analiz sonucunda
cesitler arasindaki genetik benzerliklere dayali dendogram verileri Swofford (1993)
tarafindan gelistirilen PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsinomy. Vers. 3.1.1.)
programi kullanilarak “NJ cluster” analizi ile belirlenmistir.

Yapilan ¢aligmada testlenen primerlerden OPU-17. F. culmorum izolatlariyla.
OPU-19 ve OPU-17 primerleri F. graminearum izolatlariyla yapilan RAPD analizi
sonucunda reaksiyon gostermemistir. Calismada kullanilan diger primerler her iki
izolatla yapilan amplifikasyon sonucunda bandlar olusturmuslardir. F. culmorum ile
primerlerin RAPD-PCR ile amplifikasyon sonucu elde edilen bant pozisyonundan 27
bant da, F. graminearum ile primerlerin amplifikasyonu sonucunda elde edilen bant
pozisyonundan 9 bant da, polimorfizm gozlenmistir. Primerler kullanilarak yapilan
RAPD analizi sonucu elde edilen bantlar asagida verilmistir.

OPT-01 primeri F. culmorum izolatinda polimorfizm olusturmus ve
amplifikasyon sonucunda olusan bandlar 300-1500 bp biiyiikliigiinde belirlenmistir.
Amplifikasyon sonucunda B-1, B-9 izolatlarinin diger izolatlardan farkli bant

olusturdugu gdzlenmistir (Sekil 4.35).
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1500 bp—

300 bp—

Sekil 4.35. F. culmorum izolatlarmin OPT-01 primeri ile amplifikasyonu ile elde
edilen PCR iiriinlerinin elektroforez sonucundaki goriintiisii (MA: 100 bp
DNA ladder. A: B-1, B: B-2, C: B-3, D: B-4, E: B-5, F: B-8, G: B-9, H:
B-10, I: B-11, J: B-12 izolatlari).
OPT-04 primeri ile yapilan amplifikasyonda F. culmorum izolatlarinin 400-
2000 bp biiyiikligiinde bant olusturdugu ve polimorfizm oldugu goézlenmistir.
Amplifikasyon sonucunda 6zellikle B-1, B-2, B-3, B-5 izolatlarinin digerlerden farkli
oldugu gozlenmistir (Sekil 4.36).

M
A A B C D E F G H I I

2000 bp—

Sekil 4.36. F. culmorum izolatlarinin OPT-04 primeri ile amplifikasyonu ile elde
edilen PCR iiriinlerinin elektroforez sonucundaki goriintiisii (MA: 100 bp
DNA ladder A: B-1, B: B-2, C: B-3, D: B-4, E: B-5, F: B-8, G: B-9, H:
B-10, I: B-11, J: B-12 izolatlari).
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OPT-06 primeri ile yapilan amplifikasyonda F. culmorum izolatlarinin 400-
2000 bp biiyiikliigiinde bant olusturdugu ve polimorfizmin gergeklestigi gozlenmistir.
Amplifikasyon sonucunda B-1 ve B-12 izolatlarinin diger izolatlardan farkli bant

olusturdugu. B-2.,B-3, B-4, B-8 izolatlarinin ise birbirleriyle benzerlik gosterdikleri
belirlenmistir (Sekil 4.37).

A A B C D E F G H I J

2000 bp —

400 bp—

Sekil 4.37. F. culmorum izolatlarinin OPT-06 primeri ile amplifikasyonu ile elde
edilen PCR iiriinlerinin elektroforez sonucundaki goriintiisii (MA: 100 bp
DNA ladder. A: B-1, B: B-2, C: B-3, D: B-4, E: B-5, F: B-8, G: B-9, H:
B-10, I: B-11, J: B-12 izolatlar).

OPT-16 primeri ile yapilan amplifikasyonda F. culmorum izolatlarinin 400-
2000 bp biiyiikliigiinde bant olusturdugu ve polimorfizm gdsterdigi saptanmistir.

Amplifikasyon sonucunda 6zellikle B-1, B-2 ve B-4 izolatlarinin digerlerden farkl

oldugu gozlenmistir (Sekil 4.38).
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2000 bp—

400 bp—

Sekil 4.38. F. culmorum izolatlarnin OPT-16 primeri ile amplifikasyonu ile elde
edilen PCR iiriinlerinin elektroforez sonucundaki goriintiisii (MA: 100 bp

DNA ladder. A: B-1, B: B-2, C: B-3, D: B-4, E: B-5, F: B-8, G: B-9, H:

B-10, I: B-11, J: B-12 izolatlari).
OPT-18 primeri ile F. culmorum izolatlarin amplifikasyonunda polimorfizm
goriilmiis ve 400-2000 bp biyiikliigiinde bantlar olugsmustur. Alinan sonuglar

izolatlarin birbirinden farkli bantlar olusturdugunu gostermistir (Sekil 4.39).

M

A A B C€C D E F G H T 1J

2000 bp—

300 bp—

Sekil 4.39. F. culmorum izolatlarinin OPT-18 primeri ile amplifikasyonu ile elde
edilen PCR iirlinlerinin elektroforez sonucundaki goriintiisii (MA: 100 bp

DNA ladder. A: B-1, B: B-2, C: B-3, D: B-4, E: B-5, F: B-8, G: B-9, H:
B-10, I: B-11, J: B-12 izolatlar).
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OPU-13 primeri ile yapilan amplifikasyonda F. culmorum izolatlarinin 400-

1500 bp biiyiikliigiinde bant olusturdugu ve 6zellikle B-1 izolatinin digerlerden farkli

oldugu gozlenmistir (Sekil 4.40).

A A B C D E F G H I J

1500 bp—

400 bp—

Sekil 4.40. F. culmorum izolatlarinin OPU-13 primeri ile amplifikasyonu ile elde
edilen PCR iiriinlerinin elektroforez sonucundaki goriintiisii (MA: 100 bp
DNA ladder. A: B-1, B: B-2, C: B-3, D: B-4, E: B-5, F: B-8, G: B-9, H:
B-10, I: B-11, J: B-12 izolatlari).

OPU-15 primeri ile F. culmorum izolatlarinin amplifikasyonu sonucunda 400-

1500 bp biylkligiinde bantlar olusmus ve polimorfizm gergeklesmistir.

Amplifikasyon sonucunda genellikle izolatlarin birbirinden farkli bantlar olusturdugu

gbzlenmistir (Sekil 4.41).
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1500 bp—

400 bp—

Sekil 4.41. F. culmorum izolatlarmin OPU-15 primeri ile amplifikasyonu ile elde
edilen PCR iirlinlerinin elektroforez sonucundaki goriintiisii (MA: 100 bp

DNA ladder. A: B-1, B: B-2, C: B-3, D: B-4, E: B-5, F: B-8, G: B-9, H:
B-10, I: B-11, J: B-12 izolatlar).

OPU-19 primeri ile yapilan amplifikasyonda F. culmorum izolatlarinin 500-
2000 bp biyikligiinde bant olusturdugu ve polimorfizmin oldugu goézlenmistir

Ozellikle B-1 izolatinin digerlerden farkli oldugu belirlenmistir (Sekil 4.42).

M
A A B C D E F G H I J

2000 bp—

500 bp—

Sekil 4.42. F. culmorum izolatlarmin OPU-19 primeri ile amplifikasyonu ile elde
edilen PCR iirlinlerinin elektroforez sonucundaki goriintiisii (MA: 100 bp

DNA ladder. A: B-1, B: B-2, C: B-3, D: B-4, E: B-5, F: B-8, G: B-9, H:
B-10, I: B-11, J: B-12 izolatlar).
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UBC-85 primeri ile yapilan amplifikasyonda F. culmorum izolatlarinin 400-
2000 bp biiyiikliigiinde bant olusturdugu ve polimorfizm gosterdigi belirlenmistir.
Alinan sonuglar 6zellikle B-1 izolatinin digerlerden farkli oldugu. B-9. B-10. B-11 ve

B-12 izolatlarinin ise benzerlik gosterdikleri gdzlenmistir (Sekil 4.43).
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Sekil 4.43. F. culmorum izolatlarinin UBC-85 primeri ile amplifikasyonu ile elde
edilen PCR iiriinlerinin elektroforez sonucundaki goriintiisii (MA: 100 bp
DNA ladder. A: B-1, B: B-2, C: B-3, D: B-4, E: B-5, F: B-8, G: B-9, H:
B-10, I: B-11, J: B-12 izolatlar).

F. culmorum’un genotipik akrabalik derecesinin belirlenmesinde PAUP
(Phylogenetic Analysis Using Parsinomy. Vers. 3.1.1.) programi kullanilarak “NJ
cluster” analizi ile elde edilen dendogram Sekil 4.44°de verilmistir. F. culmorum‘un
F (B-8), G (B-9) ve H (B-10), I (B-11), J (B-12) izolatlar1 bir grup igerisinde yer
almis. izolatlar arasinda en yakin benzerlik F (B-8) ve G (B-9) arasinda

belirlenmistir. Bu grup igerisinde genetik olarak en uzak izolatin J (B-12) oldugu

belirlenmistir.
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NJ

0.01 changes

Sekil 4.44. F. culmorum izolatlarinin RAPD-PCR c¢alismas1 sonucunda genetik
yakinliklarin1 gosteren NJ ile elde edilmis dendogram (A: B-1, B: B-2,

C: B-3, D: B-4, E: B-5, F: B-8, G: B-9, H: B-10, I: B-11, J: B-12
izolatlar)
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F. culmorum izolatlar arasinda B (B-2), C (B-3), D (B-4) ve E (B-8) izolatlar1
bagka bir grup olusturmus ve genetik olarak en yakin benzerlik B (B-2) ve C (B-3)
izolatlar1 arasinda gozlenmistir. Adana ili ve gevresinde bugday yetistiriciligi yapilan
bolgelerde yapilan survey calismalari sonucunda hastalikla bulasik tarlalardan
Fusarium spp. ile enfekteli oldugu diisiiniilen bugday tarlalarindan izole edilen A (B-
1) izolatinin biitiin izolatlardan farkli oldugu belirlenmistir. Genel olarak F. culmorum
B-1 izolatinin renk ve goriintii bakimimndan diger izolatlardan ¢ok farkli
goriinmemesine ragmen. RAPD-PCR analiz sonuglarina gore diger izolatlardan farkl
oldugu tespit edilmistir.

OPT-01 primeri ile yapilan amplifikasyonda F. graminearum izolatlarinin 300-
1500 bp biiyiikliigiinde bant olusturdugu ve izolatlar arasinda farkliligin olmadigi
gozlenmistir (Sekil 4.45).

M
A

A B C D E F G H I J

1500 bp

300 bp

Sekil 4.45. F. graminearum izolatlarinin OPT-01 primeri ile amplifikasyonu ile elde
edilen PCR iirlinlerinin elektroforez sonucundaki goriintiisii (MA: 100 bp
DNA ladder, A: A-15, B: A-8, C: A-6, D: A-2, E: A-3, F: A-4, G: A-11,
H: A-13, I: A-16, J: A-9 izolatlar1).

OPT-04 primeri ile yapilan amplifikasyon sonucunda F. graminearum
izolatlarinin  300-1500 bp biiyiikligiinde bant olusturdugu. izolatlar arasinda
farkliligin olmadig1 gozlenmistir (Sekil 4.46).
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1500 bp

300 bp

Sekil 4.46. F. graminearum izolatlarinin OPT-04 primeri ile amplifikasyonu ile elde
edilen PCR iirlinlerinin elektroforez sonucundaki goriintiisii (MA: 100 bp
DNA ladder, A: A-15, B: A-8, C: A-6, D: A-2, E: A-3, F: A-4, G: A-11,

H: A-13, I: A-16, J: A-9 izolatlar1).
OPT-06 primeri ile yapilan amplifikasyon sonucunda F. graminearum
izolatlarinda polimorfizm gerceklesmis ve 300-2000 bp biiyiikligiinde bantlar

belirlenmistir. Genellikle izolatlar farkli bantlar olusturmustur (Sekil 4.47).

M
A B C D E F G H I J A

2000 bp

300 bp

Sekil 4.47. F. graminearum izolatlarinin OPT-06 primeri ile amplifikasyonu ile elde
edilen PCR iiriinlerinin elektroforez sonucundaki goriintiisii (MA: 100 bp
DNA ladder, A: A-15, B: A-8, C: A-6, D: A-2, E: A-3, F: A-4, G: A-11,
H: A-13, I: A-16, J: A-9 izolatlar1).
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OPT-16 primerinin F. graminearum’un izolatlari ile amplifikasyonu

sonucunda 300-1000 bp biiyilikliigiinde bant olusturmus, fakat izolatlar arasinda
herhangi bir polimorfizm gézlenmemistir (Sekil 4.48).

1031 bp

Sekil 4.48. F. graminearum izolatlarinin OPT-16 primeri ile amplifikasyonu ile elde

edilen PCR iiriinlerinin elektroforez sonucundaki goriintiisii (MA: 100 bp
DNA ladder, A: A-15, B: A-8, C: A-6, D: A-2, E: A-3, F: A-4, G: A-11,
H: A-13, I: A-16, J: A-9 izolatlar1).

OPT-18 primerinin F. graminearum izolatlariyla amplifikasyonu sonucunda
polimorfizm gerceklesmis ve 400-2000 bp biiyiikliiglinde bantlar olusturmustur.

Amplifikasyon sonucunda A-15, A-8, A-6 ve A-11 izolatlarinin diger izolatlardan
farkli bant olusturdugu gozlenmistir (Sekil 4.49).
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2000 bp

400 bp

Sekil 4.49. F. graminearum izolatlarinin OPT-18 primeri ile amplifikasyonu ile elde
edilen PCR f{irtinlerinin elektroforez sonucundaki goriintiisii ( MA: 100 bp
DNA ladder, A: A-15, B: A-8, C: A-6, D: A-2, E: A-3, F: A-4, G: A-11,
H: A-13, I: A-16, J: A-9 izolatlar).
OPU-13 primerinin F. graminearum’un izolatlariyla amplifikasyonu

sonucunda 500-1200 bp biiyiikliigiinde bant olugsmus. fakat izolatlar arasinda herhangi
bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.50).

M
A B C D E F G H I J A

1200 bp

500 bp

Sekil 4.50. F. graminearum izolatlarinin OPU-13 primeri ile amplifikasyonu ile elde
edilen PCR iiriinlerinin elektroforez sonucundaki goriintiisii (MA: 100 bp
DNA ladder, A: A-15, B: A-8, C: A-6, D: A-2, E: A-3, F: A-4, G: A-11,
H: A-13, I: A-16, J: A-9 izolatlar1).
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OPU-15 primeri F. graminearum izolatlarinda polimorfik bantlar olusturmus

ve amplifikasyon sonucunda bant uzunluklart 400-2000 bp biyilikligiinde

sonucunda A-15, A-4 ve A-13
digerlerinden farkli bandlar olusturdugu gézlenmistir (Sekil 4.51).

gerceklesmistir.  Amplifikasyon izolatlarinin

2000 bp

400 bp

Sekil 4.51. F. graminearum izolatlarinin OPU-15 primeri ile amplifikasyonu ile elde

edilen PCR iirlinlerinin elektroforez sonucundaki goriintiisii (MA: 100 bp
DNA ladder, A: A-15, B: A-8, C: A-6, D: A-2, E: A-3, F: A-4, G: A-11,
H: A-13, I: A-16, J: A-9 izolatlar1).

UBC-85 primerinin F. graminearum’un biitiin izolatlar1 amplifikasyon
sonucunda 800-1500 bp biiyiikliigiinde bant olusturmus. A-6 ve A-9 izolatlarinin diger
izolatlardan farkli oldugu gézlenmistir (Sekil 4.52)
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<+— 1500 bp

<«— 800 bp

Sekil 4.52. F. graminearum izolatlarinin UBC-85 primeri ile amplifikasyonu ile elde
edilen PCR iiriinlerinin elektroforez sonucundaki goriintiisii (MA: 100 bp
DNA ladder, A: A-15, B: A-8, C: A-6, D: A-2, E: A-3, F: A-4, G: A-11,
H: A-13, I: A-16, J: A-9 izolatlari).

Adana ili ve ¢evresinde bugday yetistiriciligi yapilan bolgelerde yapilan survey
caligmalart sonucunda elde edilen F. graminearum izolatlarinin genotipik akrabalik
derecesinin belirlenmesinde PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsinomy. Vers.
3.1.1.) programi kullanilarak “NJ cluster” analizi ile elde edilen dendogrom Sekil
4.53de verilmistir. F. graminearum‘un B (A-8), D (A-2), E (A-3),. F (A-4), J (A-9)
ve 1 (A-16) izolatlar1 bir grup olusturmus ve genetik olarak en yakin benzerlik I (A-
16) ve J (A-9) izolatlar arasinda belirlenmistir. G (A-11) ve H (A-13) izolatlar farkl
bir grup igerisinde yer almakta olup izolatlar arasinda ¢ok yakin benzerlik tespit
edilmistir. A (A-15) ve C (A-6) izolatlar1 diger F.graminearum izolatlarindan farkli
bir grup igerisinde yer almig, en uzak genetik benzerlik bu izolatlar arasinda

gozlenmistir.
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NJ

Cc

0.005 changes

Sekil 4.53. F. graminearum izolatlarinin RAPD-PCR ¢alismasi1 sonucunda genetik
yakinliklarin1 gosteren NJ ile elde edilmis dendogram. A: A-15, B: A-8,
C: A-6, D: A-2, E: A-3, F: A-4, G: A-11, H: A-13, I A-16, J: A-9
izolatlar1).
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Fungal izolatlar son zamanlarda mikroskobik ve koloni karakterleri
kullanilarak teshis edilmektedir. Buna ragmen tespit edilen izolatlar arasinda bazi
taksonomik problemlerle karsilagilmaktadir. Bu problemleri agsmak i¢in RFLP, RAPD-
PCR gibi molekiiler analiz yontemleri kullanilmaktadir.

RAPD-PCR analiz yontemi izolatlarin genetik farklilikarin tespitinde
kullanilan olduk¢a kullanigh bir yontemdir. Bu sekilde 20-30 ng DNA ve 10 bazlik
oligontikleotid primer kullanilarak teshis yapmak miimkiin olabilmektedir.

F. graminearum ve F. culmorum’un genetik benzerlikleri iizerine bazi
arastiricilar molekiiler c¢aligmalar yapmuslardir. Nicholson ve ark. (1998). F.
graminearum ve F. culmorum izolatlar1 ile OPT-01, OPT-16 ve OPU-17 primerleri
kullanarak yapmis olduklari ¢alismada F. culmorum izolatlarinin OPT-01 primeri ile
800 bp, F. graminearum izolatlarinin OPT-16 primeri ile yaptigi amplifikasyonda ise
700 bp biiyiikliigiinde bant olusturduklarini gézlemlemislerdir. Yine ayni aragtiricilar
OPU-17 primerinin F. culmorum izolatlartyla amplifikasyonunda 1000 bp
bliytikliigiinde bant olusturdugunu bildirmislerdir. Schiling ve ark. (1996), OPT 18 ve
UBC-85 primerlerini kullanmiglar ve OPT-18 primeri F. culmorum izolatlariyla
amplifikasyonu sonucunda 470 bp. F. graminearum izolatlarinin ise UBC-85 primeri
ile 410 bp biiyiikliigiinde bant olusturdugunu saptamislardir. Carter ve ark. (2000),
OPT-01, OPT-04, OPT-6, OPT-16, OPU-13, OPU-15 ve OPU-19 primerleri ile F.
graminearum izolatlariin amplifikasyonu sonucunda bantlar elde etmisler ve bu
primerlerin F. graminiarum izolatlarinin genetik benzerliklerini ortaya koymak igin
kullanilabileceklerini belirtmislerdir. Yapilan bu ¢alismada kullanilan primerlerin, F.
culmorum ve F. graminearum ile amplifikasyonunda alinan sonuglar, yukarida
bahsedilen arastiricilarin sonuglari ile paralellik géstermektedir.

Yapilan bu g¢alismada F. culmorum i¢in en fazla polimorfizim OPT-18
kullanilarak, F. graminiarum i¢in ise OPT-18 ve UBC-85 primerleri kullanarak
yapilan amplifikasyon sonucunda ger¢eklesmistir. RAPD-PCR ile F. culmorum’un
tanilanmasinda en uygun primerin OPT-01 ve OPT-18 (Nicholson ve ark., 1998;
Schilling ve ark., 1996), F. graminearum i¢in ise UBC-85 (Schilling ve ark., 1996)

primerleri oldugu diger aragtirmacilar tarafindan da bildirilmistir.
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4.12. In vitro Seleksiyon ile Regenere Edilen Bitkilerin Molekiiler Analizi

Bitkiler ile ilgili taksonomik ve filogenetik calismalarda morfolojik.
sitogenetik analizler yapilmaktadir. Ozellikle 1slah calismalarinda ve hastaliklara
dayanikli bitki elde edilmesinde, bitkilerin genetik yapisinin ve genetik farkligin
bilinmesi ¢ok onemlidir. Molekiiler markirlar kullanilarak bitki gesitleri arasinda
genetik farkliliklarin ortaya konulmasinda RAPD analiz yontemi basarili bir sekilde
uygulama alan1 bulmustur (Dhar ve ark., 1997; Turner ve ark.. 1999; Cao ve ark.,
2000; Sun ve ark., 2003; Khan ve ark., 2005).

Yapilan ¢alismada, Sharp ve ark. (1988)’ na goére DNA izolasyonu sonucunda
bitkilere ait 50-200 ng DNA izole edilmistir. In vitro seleksiyon sonucunda elde edilen
bitkilerin DNA’s1 ile (A: Adana 99, S: Seri 82, G: Geng 99, FaA: Fusarik asit i¢eren
ortamda gelisen kalluslardan regenere olan Adana 99, FaS: Fusarik asit iceren
ortamda gelisen kalluslardan regenere olan Seri 82, FaG: Fusarik asit igeren ortamda
gelisen kalluslardan regenere olan Geng 99, FcS: F. culmorum kiiltiir filtratin1 igeren
ortamda gelisen kalluslardan regenere olan dayanikli oldugu diisiintilen Seri 82, FcG:
F. culmorum kiiltiir filtratin1 iceren ortamda gelisen kalluslardan regenere olan
dayanikli oldugu disiiniilen Geng¢ 99, FcA: F. culmorum kiiltiir filtratin1 igeren
ortamda gelisen kalluslardan regenere olan dayanikli oldugu diisliniilen Adana 99,
FgG: F. graminearum kiiltiir filtratin1 igeren ortamda gelisen kalluslardan regenere
olan Geng¢ 99, FgA F. graminearum kiltir filtratin1 igeren ortamda gelisen
kalluslardan regenere olan Adana 99).

Yapilan calismada testlenen primerlerden OPE-05, OPH-04 ve OPN-15
primerleri in vitro seleksiyon ile elde edilen bitki DNA’lar1 ile yapilan RAPD analizi
sonucunda reaksiyon gostermemistir. Calismada kullanilan diger primerler

amplifikasyon sonucunda bantlar olusturmuslar fakat polimorfizm gézlenmemistir.
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Primerler kullanilarak yapilan RAPD analizi sonucu elde edilen bantlar
asagida verilmistir.

Yapilan ¢calismada OPA-04 primeri ile yapilan amplifikasyon sonucunda 600-
900 bp biiyiikliigiinde bantlar olustugu. fakat izolatlar arasinda herhangi bir farkliligin
olmadig1 gozlenmistir (Sekil 4.54).

900 bp—

600 bp—

Sekil 4.54. In vitro seleksiyonda elde edilen bitkilerin DNA’larinin OPA-04 primeri
ile amplifikasyonu sonucu olusan PCR friinlerinin elektroforezi
sonucundaki gorintiisii (MA: 100 bp DNA ladder, A: Adana 99, S: Seri
82, G: Geng 99, Fa: Fusarik asit, Fc: F. graminearum, Fc:F. culmorum).

OPA-05 primerinin bitki DNA’lar1 ile amplifikasyonu sonucunda 900-1200
bp biiylikliigiinde bantlar olusmus, fakat bitkiler arasinda herhangi bir farklilik
gozlenmemistir (Sekil 4.55)
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1200 bo—
900 bp—

Sekil 4.55. In vitro seleksiyonda elde edilen bitkilerin DNA’larinin OPA-05 primeri
ile amplifikasyonu sonucu olusan PCR firiinlerinin elektroforezi
sonucundaki goriintiisii (MA: 100 bp DNA ladder, A: Adana 99, S: Seri
82, G: Geng 99, Fa: Fusarik asit, Fc: F. graminearum, Fc:F. culmorum).

OPD-05 primeri ile yapilan amplifikasyonda 1500 bp biiyiikliigiinde bant

olustugu ve polimorfizmin gergeklesmedigi gézlenmistir (Sekil 4.56).

FaS
FaA
FcG
FaG

%, -
o = O

A
FcA
FcS

FcS

<
=

1500 bp—

Sekil 4.56. In vitro seleksiyonda elde edilen bitkilerin DNA’larinin OPD-05 primeri
ile amplifikasyonu sonucu olugsan PCR {riinlerinin elektroforezi
sonucundaki goriintiisii (MA: 100 bp DNA ladder, A: Adana 99, S: Seri
82, G: Geng 99, Fa: Fusarik asit, Fc: F. graminearum, Fc:F. culmorum).
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Yapilan bu ¢alismada OPA-4, OPA-5, OPD-5 primerleri kullanilarak yapilan
RAPD-PCR analizinde elde edilen sonuglarla Kudryavtsev ve ark., (2003) yapmis
olduklar1 ¢calismanin sonuglari ile paralellik gosterirken, Goryunova ve ark. (2004 ).
bugday bitkilerinin OPE-05, OPH-04, OPN-15 primerleri ile yapmis olduklar
amplifikasyonda polimorfik bantlar elde etmislerdir. Kudryavtsev ve ark., (2003)
bugday cesitlerinin genetik benzerliklerini ortaya koymak i¢in OPA-4, OPA-5, OPD-5
primerlerinin kullanilabileceklerini belirtmislerdir.

Genel olarak calismada kullanilan bugday cesitlerinin morfolojik, fizyolojik,
bitki karakterleri, bilylime modeli acisindan birbirine yakin oldugu ve RAPD-PCR
analiz sonuglarina gore de elde edilen bitkiler arasinda herhangi genetik farkliligin

olmadig1 sonucuna varilmstir.
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5. SONUC VE ONERILER

Somaklonal varyasyondan yararlanarak in vitro seleksiyonla bugday
(Triticum aestivum L.)’da Basak Yanikligi Hastaligi’na dayanikli bitki elde etmek
i¢in yapilan ¢calismanin sonuglar1 kisaca su sekilde agiklanabilir.

1. Adana ili ve ¢evresinde yapilan bu ¢alisma sonucunda Bugday Basak
Yanikligi Hastaligi’na neden olan F. graminearum ve F. culmorum izolatlarinin
teshisleri yapilmig ve bolgede F.graminieaum izolatinin bugday ekim alanlarinda
daha yogun oldugu gozlenmistir. Laboratuvar kosullarinda yapilan ¢alismalar
sonucunda Bugday Basak Yaniklig1 Hastaligi’na neden olan patojenlerin en iyi 25 °C
sicaklikta PDA ortamu {lizerinde gelistigi tespit edilmistir.

2. Yapilan cgaligsmalar1 sonucunda elde edilen izolatlarin Seri 82 bugday
¢esidi iizerinde yapilan patojenite testi sonucunda F. graminearum A-13 ve F.
culmorum B-4 izolatinin, diger izolatlara gore daha viriilent oldugu belirlenmistir.
Patojenitesi yliksek Fusarium irklariyla bolgemizde yetistiriciligi yapilan 10 bugday
cesidi iizerinde yapilan patojenite testi sonucunda bolgemizde Bugday Basak
Yaniklig1 Hastaligi’na karsi tolerant yada dayanikli bir bugday cesidinin olmadigi
tespit edilmistir. Uygulamaya tabii tutulan bugday c¢esitlerinin bu hastaliga karsi
duyarli oldugu belirlenmistir. Ayrica, Bugday Basak Yaniklig1 Hastalik etmeni tiim
bugday cesitlerinin tanelerinde zararlara neden oldugu enfekteli bugday cesitlerinin
tanelerinde, Ozellikle Sham I ve Amanos 97, Seri 82 ve Yiregir 99 bugday
cesitlerinin tanelerinde renk agilmasi, kiiclilme ve deformasyonlar tespit edilmistir.

3. In vitro seleksiyonda kullanilan kalluslar1 elde etmek amaciyla MS
ortam1 iizerinde kiiltiire alinan olgunlagsmamis embriyolarindan en yiiksek oranda
kallus olusumu, dollenmeden 18 giin sonra Geng 99 bugday c¢esidinde %92,
olgunlasmamis bugday tanelerinden doéllenmeden 18 giin sonra Seri 82 bugday
cesidinde %21 oraninda, olgunlasmis bugday tanelerinden ise en fazla kallus
olusumu Adana 99 bugday ¢esidinde %70 oraninda belirlenmistir.

4. Olgunlasmis ve olgunlagmamis bugday embriyolarindan elde edilen
embriyogenik kalluslardan bitki regenerasyonunu gergeklestirmek i¢in kullanilan

farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda hormon igeren ortamlardan en fazla bitki
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regenerasyonu %32 oraninda 2 mg/L BAP+0,5 mg/L IAA+%?2 sakkaroz iceren MS
ortami {lizerinde gerceklesmistir. Arastirma sonucuna gore kalluslardan bitki
regenerasyonunda hormonlarin ¢ok 6nemli bir faktér oldugu, bunun yani sira bitki
regenerasyonun da bugday genotipinin de dnemli bir rol oynadigi tespit edilmistir.

5. In vitro seleksiyonda kullanilan lethal dozlar1 belirlemek amaciyla F.
graminearum, F. culmorum kiiltir filtratlarinin  ve fusarik asitin  farkh
konsantrasyonlar: domates ve bugday bitkisi lizerinde denenmis ve F. graminearum
ve F. culmorum kiiltiir filtratinin LDsy degeri %30, fusarik asitin LDs, degeri ise 0,3
mM olarak belirlenmistir.

6. Lethal dozlar belirlendikten sonra F. graminearum A-13 ve F.
culmorum B-4 izolatlarindan elde edilen %30 oraninda kiiltiir filtrat1 ve 0.3 mM
fusarik asit iceren kallus ortami {iizerinde gelisen kalluslarin gelisimleri kontrol
olarak alman kalluslar ile karsilastirildiginda kiiltiir filtrat1 ve fusarik asit igeren
ortamlarda diizenli olarak azalmis ve bazi kallus parcalarinda gelismeler tespit
edilmistir. Kalluslarin 3. alt kiiltiire alinmalar1 sonunda fusarik asit i¢ceren ortamlar
tizerindeki kalluslarin gelisiminde %20-36 arasinda onceki aya oranla bir artis tespit
edilmistir. Kontrol olarak alman hiicrelerde 3. alt kiiltiirde bir onceki aya gore
cesitler arasinda farklilik olmasina ragmen bu artig %62-72 arasinda olmustur. Kiiltiir
filtrat1 ve fusarik asit igeren ortamlar iizerinde gelisen kalluslarin gelismelerinde 3.
ve 4. alt kiiltlirlerde bir sapma gozlenmemistir.

7. F. graminearum A-13 ve F. culmorum B-4 izolatlarindan elde edilen
%30 oraninda kiiltiir filtratt ve 0.3 mM fusarik asit igeren kallus ortami iizerinde
canli kalan kalluslar bitki regenerasyonu i¢in 0.5 mg/L IAA+1 mg/L BAP+ %2
sakkaroz igeren kat1 MS ortamu tizerinde kiiltiire alinmigtir. Daha sonra regenere olan
bitkiler 1/2 MS+1 mg/l NAA+ %2 sakkaroz igeren ortamlar iizerinde kiiltiire alinarak
koklendirilmesi  saglanmistir.  Yapilan arastirmalarda bitki eldesinde kritik
donemlerden birisinin de topraga adaptasyon asamasi oldugu goézlenmistir. Bu
asamada evapotranspirasyonu onlemek icin bitkilerin 7-10 giin siire ile polietilen
plastik torbalar altinda tutulmasi ya da mislemenin yapilmasi gerekliligi ortaya
cikmistir. Buna ragmen regenere olan ¢ok sayida bitki, toprak adaptasyonu asamasi

sirasinda kaybedilmistir.
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8. Kiiltiir filtrat1 ve fusarik asit igeren ortamlar lizerinde selekte edilen
kalluslardan bitkiler regenere edilmis, basak olusturulmus, ancak bu bitkilerden tane
elde edilememistir. Bunun baslica nedeni bugday tanesinin olusmasi ic¢in gerekli
sicaklik ve 1s1k faktoriiniin tam olarak saglanmamasindan ve uzun siire kiiltiir filtrati
ve fusarik asit iceren ortam {iizerinde alt kiiltiire alinan kalluslarin varyasona
ugramasiyla ortaya ¢ikan farkliliklardan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

9. Adana ili ve ¢evresinden bugday tarlalarindan toplanan hastalikli bitki
orneklerinden elde edilen 10 adet F. graminierum ve 10 adet F. culmorum’a ait
izolatlar arasindaki genetik farkliliklar1 belirlemek icin RAPD analizi (Randomly
Amplified Polimorphic DNA) yapilmistir. Caligmada OPERON serisinden 10 primer
kullanilmis ve testlenen primerlerden OPU-17, F. culmorum izolatlariyla, OPU-19 ve
OPU-17 primerleri F. graminearum izolatlariyla yapilan RAPD analizi sonucunda
reaksiyon gostermemistir. F. culmorum ile primerlerin RAPD-PCR ile amplifikasyon
sonucu elde edilen bant pozisyonundan 27 bant da, F. graminearum ile primerlerin
amplifikasyonu sonucunda elde edilen bant pozisyonundan 9 bant da, polimorfizim
gozlenmistir. F. culmorum igin en fazla polimorfizim OPT-18 kullanilarak,
F.graminiarum i¢in ise OPT-18 ve UBC-85 primerleri kullanarak yapilan
amplifikasyon sonucunda gergeklesmistir. Fusarium spp’nin klasik yontemlerle
siniflandirilmas1 ve teshis edilmesinde bazi problemlerle karsilasilmaktadir. Bu
nedenle, fitopatojen funguslarin teshisi ve siniflandirilmasinda klasik yontemlerin
molekiiler biyoloji igerisinde yer alan yontemlerden bazilartyla desteklenmesi
saglikli sonug¢ alinmasi bakimindan yararli olacaktir.

10. Kiiltiir filtrat1 ve fusarik asit iceren kallus ortami iizerinde canli kalan
kalluslarlardan regenere edilen bitkiler arasindaki olas1 genetik farklilig1 belirlemek
amaciyla RAPD-PCR analizleri yapilmistir. RAPD-PCR analiz sonuglarina gore de
elde edilen bitkiler arasinda herhangi genetik farkliligin olmadigi sonucuna
varilmigtir. Yapilan calismalarda in vitro seleksiyonla elde edilen bitkilerde tek bir
genotipte farklilik tespit edilememistir. Bunun nedeni; bazi duyarli hiicreler
seleksiyon asamasinda dayanikli hiicreler tarafindan korunabilmektedir. Duyarli olan
bu hiicreler gayri muntazam olup, dayanikli kalluslar olarak tahmin edilmekte ve bu

hiicrelerden bitki regenerasyonu olabilmektedir. Bunun i¢in seleksiyonda kullanilan
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kallus parcalarmin kiiltiir filtrat1 ve toksin iceren ortamlar tiizerinde miimkiin
oldugunca kiiciik kiitleler halinde kiiltiire alinmasi gerektigi ileri siiriilmektedir.
Bunun disinda arzu edilen dayaniklilik sadece hiicre diizeyinde kalabilmekte ve bu
dayaniklilik in vitro’da gelisme déneminde kaybolabilmektedir.

11. Bugday Basak Yanikli§i Hastaligi’na neden olan etmenin bugday
tanelerinin ¢imlenmesine ve kok gelisimine etkisini belirlemek amaciyla %30
oraninda F. graminearum A-13, F. culmorum B-4 izolatlarindan elde edilen kiiltiir
filtrati ve 0.3mM fusarik asit igeren ortam iizerinde c¢imlendirme denemesi
yapilmistir. Alinan sonuglara gore her iki fungusa ait %30’luk kiiltiir filtratinin ve
fusarik asit uygulamasinin bugday tohumlarinin ¢imlenmesini engelledigi
saptanmuigtir.

Yapilan bu arastirma ile somaklonal varyasyondan yararlanarak in vitro
seleksiyon ile son zamanlarda bugdaym en onemli hastaliklar1 arasinda yer alan
Bugday Basak Yanikligi Hastaligi’na dayanikli hatlar elde etmek amaglandiysa da, in
vitro seleksiyon sonucunda regenere edilen bitki DNA’lart kullanilarak yapilan
RAPD-PCR sonuglara gore séz konusu bu bitkiler arasinda genetik bir farklilik
saptanamamustir. Farkliligin ortaya c¢ikmamasinda kullanilan ydntemin yetersiz
olmasi1 s6z konusu olabilecegi gibi bugdaydan elde edilen embriyogenik kalluslarin
goreceli olarak kisa silirede regenerasyon yetenegini kaybetmesi nedeniyle uzun siire
kallus olarak kiiltiire alinamamasi da etkili olmus olabilir. Bu nedenle ileriki
calismalarda varyasyonu artirmak icin kimyasal ve fiziksel mutagenlerden
yararlanilmasi, amaca ulagilmasinda etkin sonuglar verebilir. Diger taraftan her gegen
giin diinya bugday verim ve kalitesini, buna bagli olarak insan sagligini olumsuz
yonde etkileyen, etkin bir kimyasal miicadelesi ve dayanikli bugday cesidi olmayan
ve glinlimiiziin en gilincel aragtirma konular1 arasinda yer alan adi gegen hastaliga
kars1 dayanikli genlerin izolasyonu ve izole edilen bu genlerin gesitli gen transferi
yontemleriyle verim ve kalitesi yiiksek bugday cesitlerine aktarilmasi ile ilgili

aragtirmalara agirlik verilmesi gerekmektedir.
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EKLER
Ek 1: F. graminearumt A-13 ve F. culmorum B-4 izolatlarin koloni ve misel

gelisimini belirlemek amaciyla kullanilan ortamlarin icerikleri.

Ortamin Adi Miktar (g/L)
Patates Dekstroz Agar (PDA)

Patates 200-250
Dekstroz 30
Agar 15
Malt Estrakt Agar (MEA)

Malt Ekstrakt 20
Agar 15
Czapek-Dox Agar (CA)

Sakkaroz 30
NaNO; 3
KH,PO4 1
MgS0,4.7H,0 0,5
Fe SO4.7H,0 0,01
KCl1 0,5
Agar 15
Sabouraud Agar

Glikoz 40
Pepton 10
Agar 20
Sentetik Niitrient Agar (SNA)

KH,PO4 1
KNO; 1
MgS0,.7H,0 0,5
KCl 0,5
Glikoz 0,2
Sakkaroz 0,2
Agar 20
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Ek 2. Arastirmada kullanilan MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortaminin igerigi

Kimyasallar Miktar (mg/L)
Inorganikler

NH4NO3 1650
KNO; 1900
CaCl,.2H,0 440
MgS04.7H,0 370
KH,PO4 170
Kl 0,83
H;BO; 6,2
MnS04.4H,0 223
ZnS04.7H,0 8,6
Na,Mo004.2H,0 0,25
CuS04.5H,0 0,025
CoCl 6H,0 0,025
FeSO4.7H,O 27,8
Na,.EDTA.2H,0 37,3
Organikler

Myoinositol 100
Nikotinik asit 0,5
Piridoksin HC1 0,5
Thiamin HCI 0,1
Glycin 2,0
Sakkaroz % 3
Phytojel % 0,2
pH 5,8
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Ek 3. Funguslarin DNA izolasyonunda kullanilan lysis buffer

Kimyasallar Miktar
Tris 100 mM
EDTA 50 mM
SDS %3
Proteinaz K 100 pg/ml

Ek 4. DNA izolasyonuda Kullanilan PEG soluyonu

Kimyasallar Miktar:
NaCl 25M
PEG % 20

Ek 5. DNA izolasyonunda kullanilan TE solusyonu

Kimyasallar Miktar
Tris (pH 8) 10 mM
EDTA I mM

EKk 6. EtBr.’ nin hazirlanmasi

Etidiumbromid (EtBr) (0,8pug/ml)

Etidiumbromid 4 ul

ddH,O 50 ml
Loading bafir1

Loading bafir 100 ml icin

Ficoll 400 0,25 gr

Bromofenol blue 0,25 mg

Ficoll 400 65 °C’ de eritilip lizerine bromofenol blue ilave edilir.
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Ek 7. F. graminiearum ve F. culmorum‘un RAPD analizinde kullanilan

oligoniikleotidlerin isimleri, baz dizimlileri ve konsantrasyonlari

Primer Baz Dizisi Konsantrasyon

ng/nl

OPT-01 5-GGGCCACTCA-3' 0.322

OPT-04 5'-CACAGAGGGA-3'"  0.281

OPT-06 5'-CAAGGGCAGA-3'"  0.340

OPT-16 5-GGTGAACGCT-3' 0.396

OPT-18 5-GATGCCAGAC-3' 0.306

OPU-13 5'-GGCTGGTTCC-3' 0.168

OPU-15 5'-ACGGGCCAGT-3' 0.223

OPU-19 5'-GTCAGTGCGG-3' 0.251

OPU-17 5'-ACCTGGGGAG-3' 0.340

UBC-85 5-GTGCTCGTGC-3' 0.132

Ek 8. Molekiiler Biyoloji Testlerinde Kullanilan Ortamlar ve Stok

Soliisyonlarinin Igerikleri

a) DNA Ekstranksiyon bafir1 (500 ml i¢in)

Kimyasallar Miktar:
Trisma-base 0,1 M
Sorbitol 0,35 M
EDTA-Na, 5mM

dd H;O igerisinde Trisma-base ¢oziiliir HCI ile pH 8.0’a ayarlandiktan sonra
toplam hacim ddH,O ile 500 ml’ye ayarlanarak otoklav edilir.
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b) Niiclei lysis bafir (100 ml igin)

Kimyasallar Miktar
Trisma-base 02M
EDTA 0,05 M
NaCl 2M

% 2 CTAB 2g

pH: 7,5 olmalidir. Soliisyon otoklav edilerek sterilizasyonu yapilir.

c) % 5 Sarcosyl

Taze DNA Ekstraksiyon

Bafin

DNA Ekstraksiyon Bafiri 1 vol.
Niiclei Lysis Bafir 1 vol
% 5 Sarcosyl 0,4 vol

d) RNaz’ in hazirlanmasi

RNaz (10 mg/ml)
RNaz A (Sigma) 10 mg
1XTAE 1 ml

15 dakika steril bidestile su igerisinde kaynatilir ve —20 °C’de saklanir.

Ek 9. Agarose jelin hazirlanmasinda kullanilan TAE buffer

TAE Bafir

Tris-HCI1 (10 mM) 1,21 gr.
Nay-EDTA (1 mM) 0,37 gr.
ddH,O 1000 ml.

HCl asit ile pH 8.0 ‘a ayarladiktan sonra ddH,O ile toplam hacim 1000ml ‘ye

tamamlanir ve otaklav edilir.
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50xTAE

Triz base 242 g
Glacial acetic acid 57.1 ml
0,5 M Na2-EDTA 100 ml

ddH2O0 ile toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanir ve otoklav edilir.
pH: 8.0 olmalidur.

Ek 10. Regenere edilen bitkilerinin RAPD analizinde kullanilan

oligoniikleotidler (primer), baz dizilimleri ve konsantrasyonlari

Primer Baz Dizisi Konsantrasyon
ng/pl
OPA-04 5'-AATCGGGCTG-3' 0.188
OPA-05 5-AGGGGTCTTG-3' 0.145
OPD-05 5'-TGAGCGGACA-3' 0.276
OPE-05 5-TCAGGGAGGT-3' 0.407
OPH-04 5'-GGAAGTCGCC-3' 0.201
OPN-15 5'-CAGCGACTGT-3' 0.218

167



