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Trakya Bolgesi'nde hasat edilmis kanola (Brassica napus L.)
tohumlarinda tohum kokenli fungal etmenlerin tespiti *

Didar ALPASLAN? Nuray OZER®

ABSTRACT

Determination of seed-borne fungal pathogens on harvested canola (Brassica
napus L.) seeds from Thrace Region

The aim of this study was to determine fungal pathogens on seed samples of canola
collected in 2013 from the fields located on Edirne, Tekirdag, Kirklareli provinces of
Thrace region, and their pathogenicity. Additionally, the cultural and morphological
characteristics of fungal species, which were highly pathogenic, were determined. As a
result of the study, it was found that seed samples collected from Thrace region of Turkey
were contaminated with A. alternata in the alternata species groups of Alternaria genus at
the highest rate, A. ethzedia and A. infectoria in the infectoria species groups of the same
genus followed it. Other species detected in canola seed samples were Arthrinium
arundinis, Cladosporium sp., Curvularia sp., Fusarium sp., Phomopsis sp. and the most
common species of these was A. arundinis. In the result of pathogenicity tests, A. alternata
isolates caused disease severity between 52.2-76% on seedling; the isolates of A. ethzedia
had virulence capacity ranged from 31.5 to 82%. This range was between 24.7-70.5% for A.
infectoria and between 56.20-69.20% for A. arundinis.
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Bu calismada 2013 yilinda Trakya Bolgesi'nde bulunan Edirne, Kirklareli ve Tekirdag
illerinden toplanan kanola tohumu Orneklerinde fungal etmenlerin tespiti ve
patojenisitelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Calismada ayrica yiiksek derecede patojen
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bulunan fungus tiirlerinin kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri tanimlanmigtir. Caligma
sonucunda Trakya Bolgesi'ndeki illere ait tohum oOrneklerinde yapilan incelemelerde
tohumlarin en yiiksek oranda Alternaria cinsi i¢indeki alternata tiirleri grubundan A.
alternata ile bulasik oldugu, bunu infectoria tiirleri grubundan A. ethzedia ve A.
infectoria'nin izledigi belirlenmistir. Tohum 6rneklerinde tespit edilen diger funguslar ise
Arthrinium arundinis, Cladosporium sp., Curvularia sp., Fusarium sp., ve Phomopsis sp.
olarak tanimlanmis olup, bunlar arasinda en yaygin tiiriin A. arundinis oldugu goriilmiistiir.
Fungal etmenlerle yapilan patojenisite testleri sonucunda, A. alternata izolatlart %52.2-
%76.0, A. ethzedia izolatlarn1 %31.5-%82, A. infectoria izolatlar1 %24.7-%70.5 ve A.
arundinis izolatlar1 %56.20-%69.20 arasinda degisen oranlarda hastalik siddeti
olusturmuslardir.

Anahtar kelimeler: Kanola (Brassica napus L.), tohum kokenli funguslar, patojenisite
GIRIS

Tohumlarindan elde edilen yagi insan, yliksek protein igeren kiispesi hayvan
beslenmesinde ve biyodizel {tretiminde kullanilabilen bir bitki olan kanola
ilkemizde ve diinyada artan yagli tohumlu bitki ihtiyacim1 karsilayabilecek
potansiyelde bir bitki olma o6zelligi tasimaktadir. Ulkemizde Giineydogu,
Kuzeydogu, Ortadogu Anadolu ve Dogu Karadeniz Bolgesi disindaki tiim
bolgelerde kanola iiretimi yapilmaktadir. Uretimi yapilan bolgeler arasinda 2015
yili TUIK verilerine gore 294.921 da iiretim alan1 ve 99.132 ton iiretimle Bati
Marmara Bolgesi ilk siray1 almaktadir. Bolge icinde ise Tekirdag, Kirklareli ve
Edirne illeri toplam 260.420 da iiretim alan1 ve 87.954 ton iiretimle 6nemli bir yer
tutmaktadir (Anonim 2017). Bolgede kanola {iretimi, 1997 yilinda ilk Once
Tekirdag ilinde baglamis, bunu 2002 yilinda Kirklareli ve 2007 yilinda Edirne takip
etmistir. Her ii¢ ilde son bes yillik verim degerlerine bakildiginda verimde zaman
zaman diisiisler oldugu goriilmiistiir. Verim azalmalarindaki en 6nemli etkenlerden
birisinin hastalik ve zararlilar oldugu bilinen bir gercektir.

Diinya ¢apinda degerli bir endiistri bitkisi olarak énemli yere sahip yagl tohumlu
bir bitki olan kanolanin, fungal hastalik etmenleri igin elverigli bir ortam sundugu,
bu hastalik etmenlerinin basinda Alternaria spp. ve Phoma lingam gelmekle
birlikte, tohum kokenli fungal patojenlerin kanolada 6nemli verim kayiplarina yol
actig1 belirtilmektedir (Brazauskiene and Petraitiene 2006). Yurt disinda kanolada
tohum kokenli fungal hastalik etmenleri konusunda yapilmis c¢aligmalarda
Alternaria alternata, A. brassicae, A. raphani, Arthrinium phaeospermum,
Aspergillus flavus, A. glaucus, Cladosporium cladosporioides, Fusarium
acuminatum, F. avenaceum, F. dimerum, F. equiseti, Phoma lingam, Stemphylium
vesicarium ve S. herbarum'un varlig tespit edilmis ve bunlar arasinda en yaygin
turtin A. alternata oldugu bunu A. brassicae ve A. raphani'nin takip ettigi
bildirilmistir (Clear 1992, Visconti et al. 1992, Vinas et al. 1994, Clear and Patrick
1995, Chen et al. 2010, Meena et al. 2010, Mankeviciene et al. 2011). S6z konusu
fungus tirleri arasinda P. lingam ile gergeklestirilen patojenisite testlerinde
etmenin yiiksek derecede viriilent oldugu belirtilmektedir (Clear 1992).
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Kanola tohumlarinda izole edilen fungus tiirlerinden ¢ogunun toksin iiretme
yeteneginde olmast tohumluk acisindan biiyiik risk tasimaktadir. Yapilan
calismalarda kanola tohumlarindan izole edilen A. alternata izolatlarinin
tenuazonik asit, alternariol, alternariol mortometil eter, altertoksin | ve Il'yi
iiretebildigi ve tenuazonik asit iceren izolatlarin kanolada fide gelisimini
engelledigi tespit edilmistir (Visconti et al. 1992). Yine kanolada Fusarium spp.
'nin drettikleri toksinlerden deoksinivalenol (DON), zearalenone (ZEA) ve T2
toksinlerinin varligi belirlenmistir (Mankeviciene et al. 2011).

Kanolada tohumla tasinan hastalik etmenlerinin belirlenmesine yonelik olarak
iilkemizde yapilmis bir arastirma ile karsilagilmamigtir. Bununla birlikte yaprak ve
govde hastaliklar ile ilgili tespitler bulunmaktadir. Canakkale ilinde kislik kanola
cesitlerinin tohum ve tohum kalitesi konusunda yapilan bir ¢aligmada en yaygin
olarak kiilleme hastaligina rastlandigi bildirilmektedir (Giil ve ark. 2005). Son
yillarda Trakya Bolgesi’nde kanola ekilis alanlarimin Phoma lingam ile yiiksek
oranda bulasik oldugu, hastaligin rozet doneminde yaprak lekeleri, olgunluk
doneminde sap leke ve kanser yaralar seklinde kendini gosterdigi bildirilmektedir
(Damgaci ve Yilmaz 2016). Arastirmacilar ayrica etmenin %18.8-27.3 oranlarinda
kapsiil azalmasina neden oldugunu, ancak yan dal sayisi ve kapsiildeki tane sayisi
acisindan hasta ve kontrol bitkiler arasinda 6nemli bir farklilifin olmadigini
belirtmektedirler.

Bu ¢alismada Trakya bolgesinde yaygin olarak kanola ekimi yapilan illerden alinan
tohum Orneklerinde goriilen fungal etmenlerin belirlenmesi, tanilanmasi ve
patojenisitelerinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir.

MATERYAL VE METOT

Bu arastirmada, materyal olarak 2013 yilinda Trakya Bolgesi’ndeki illerde kanola
yetistirilen tarlalardan toplanan tohum 6rnekleri kullanilmistir.

Tohum o6rneklerinin toplanmasi ve fungal izolasyon

Trakya Bolgesi’ndeki tohum 6rnekleri 2013 yilinda Edirne, Kirklareli ve Tekirdag
illerine ait ekilis alanlar1 dikkate alinarak toplanmistir. Trakya Bolgesi kanola ekim
alanlarindan alman &rneklerin dagilimi Cizelge 1°de verilmistir. Ornekleme
sirasinda tarlanin kosegenleri boyunca tohum o6rnekleri alinmus, pagal inceleme
yapmak iizere laboratuvara getirilmistir.

Fungal izolasyon igin tohumlar %1°lik NaOCI (sodyum hipoklorit) ile 5 dakika
siireyle ylizey dezenfeksiyonu yapilmig, daha sonra 3 kez steril destile su ile
yikanarak steril kurutma kagitlar1 arasinda kurutulmus ve PDA (Potato Dextrose
Agar) besi ortamina yerlestirilmistir. Tohum ornekleri 25 °C'de bir hafta siireyle
inkiibe edilmis, inkiibasyon siiresi sonrasinda tohumlar iizerinde gelisen funguslar,
koloni gelisimleri ve morfolojik 6zellikleri dikkate alinarak gruplandirilmis ve tek
spor izolasyonlar1 yapilmistir.
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Cizelge 1. Trakya Bolgesi kanola ekim alanlarindan alinan 6rneklerin dagilimi

Ornek alnan il Ekilis alam (da) ilceler Ornek ahnan tarla
sayisi
Edirne 17.058 Havsa 2
Lalapasa

Merkez
Kirklareli 22.848 Babaeski
Liileburgaz
Merkez

Tekirdag 220.520 Corlu

Hayrabolu
Malkara
Marmara Ereglisi
Merkez

Muratl

WWWE WWNWWWW

w
N

Toplam

Fungus kiiltiirleri, daha sonraki testlerde kullanilmak iizere PDA igeren egik agarda
+4 °C’de buzdolabinda saklanmiglardir. Tohumlarda Phoma lingam'i tespit etmek
i¢in Chen et al. (2010) tarafindan 6nerilen ilave bir test uygulanmigtir. Bu amagla 1
g tohum su i¢inde 12 saat siire ile 4 °C’de bekletilmis, bu siire sonunda sudan
almarak -20 °C’de 24 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda yukarida belirtildigi gibi
yilizey sterilizasyonu yapilmis ve PDA besi ortaminda 20 °C’de karanlikta
inkiibasyona birakilmiglardir. Denemeler her petride 20 adet tohum olacak sekilde
10 tekrarlh olarak yiiriitilmiistiir.

Patojenisite testleri

Patojenisite testlerinde morfolojik ve kiiltiirel gelismelerine gore ayrilan gruplardan
her ilgeyi temsil edecek sekilde tesadiifi olarak segilen izolatlar kullanilmistir. Tek
spor izolasyonu yapilan izolatlar spor siispansiyonu hazirlanarak tohumlara inokule
edilmis, spor iretmeyen gruplarin inokulasyonunda ise agar diski yOntemi
uygulanmigtir. S6z konusu testlerde Alternaria spp. ye ait izolatlarda 1x10°
konidi/ml (Tohyama and Tsuda 1995, Perello et al. 2008, Noelting et al. 2012),
Arthrinium sp. ye ait izolatlar i¢in 1x10° konidi/ml (Grey and Sands 1992)
yogunluklart kullanilmigtir. Konidi {iretmeyen izolatlarin patojenisitelerinin
belirlenmesinde ise, 7 giinliik fungus kiiltiirlerinden mantar delici yardimiyla 0.4
cm diskler hazirlanmig (Oviedo et al. 2011), spor siispansiyonu inokulasyonu
yonteminde belirtildigi gibi kurutma kagitlari iizerine yerlestirilen her bir tohumun
tizerine 1 adet disk yerlestirilmistir.

Her iki yontemde de denemeler her bir petride 20 tohum olacak sekilde 5 tekrarh
olarak vyiiriitilmiistiir. inokule edilmis tohumlar 23 °C'deki inkiibatore
yerlestirilerek 1 hafta sonunda izolatlarin patojenisiteleri belirlenmistir. Fidecikler
iizerinde farkli sekilde belirtiler gozlenmesi nedeniyle tarafimizdan olusturulan 0-4
skalas1 (0: Saglikli, 1: Cimlenme var, kokler fungus tarafindan kolonize olmus,
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yaprakta leke yok, 2: Kok gelisimi az, yapraklarda lekeler var, 3: Cimlenme var,
cimlenme sonrasi ¢im bitkisi kahverengileserek 6lmiis, 4: Cimlenme yok, tohumlar
fungus tarafindan tamamen kolonize olmus) ile bitkiler degerlendirilmis ve
Townsend-Heuberger formiilii kullanilarak hastalik siddetleri hesaplanmigtir
(Karman 1970).

Fungus tiirlerinin tamlanmasi

Calismamizda hem yiiksek oranda izole edilen hem de patojenisite testlerine en
yiiksek oranda hastalik siddeti oram gosteren izolatlarin PDA, PCA (Potato Carrot
Agar) ve MEA (Malt Extract Agar) besi ortamlar1 iizerinde koloni gelisimleri
(koloni rengi, gelisme hizi), morfolojik ozellikleri (konidiofor ve konidi sekli,
konidi biiyiikliikleri) belirlenmistir (Ellis 1976, Domsch et al. 1980, Watanabe
2002, Woudenberg et al. 2013, Lawrence et al. 2014). Farkli besi ortamlarinda
gelisme hizlarinin belirlenmesi calismasi her bir tiirden 0.8 cm'lik agar diskleri
kullanilarak 4 tekrarli olarak yiiriitiilmiistiir. Ayrica genomik DNA ekstraksiyonu,
PCR amplifikasyonu ve DNA dizi analizi i¢in izolatlar REFGEN firmasina
gonderilmis ve DNA dizilimi sonuglar1 alinmistir. Her bir tiire ait DNA dizilimleri
BLAST'lama yapilarak tiir teshisleri gergeklestirilmistir.

istatistiksel analiz

Calismamizda patojenisite testleri sonucunda elde edilen degerler ve gelisme hizi
verileri varyans analizine tabii tutulmus, ortalamalar arasindaki farkliliklar Duncan
Coklu Karsilagtirma Testine gore (P=0.05) belirlenmistir.

SONUCLAR VE TARTISMA

Son yillarda Alternaria tiirleri birbirlerine genetik olarak ¢ok benzeyen farkli tiir
gruplarini igeren 24 farkli seksiyonda tanimlanmaktadir (Woudenberg et al. 2013,
Lawrence et al. 2013, Lawrence et al. 2014). Bu nedenle bu calismada bu tiir
gruplar dikkate alinarak sonuclar sunulmustur.

Kanola tohum o6rneklerinde tespit edilen funguslar ve bulasik tohum oranlari

Trakya Bolgesi’nden alinan tohum orneklerinde 3 adet Alternaria tiirii 1 adet
Arthrinium tiirii, ayrica Cladosporium, Curvularia, Fusarium ve Phomopsis cinsine
rastlanmistir (Cizelge 2). Alternaria tiirleri arasinda, alternata tiir grubundan A.
alternata, infectoria tiir grubundan A. ethzedia ve A. infectoria her ig ile ait
tohumlarda rastlanmig, enfekteli tohum oranmi agisindan A. alternata ilk sirayi
almugtir. Arthrinium arundinis 6zellikle Kirklareli iline ait tohumlarda daha yiiksek
oranda bulunmustur. Cladosporium sp., Curvularia sp., Fusarium sp. ve
Phomopsis sp. ise genelde diisiik oranlarda tespit edilmislerdir. Farkli fungus tiirleri
ile bulagik toplam tohum orani dikkate alindiginda ise Kirklareli ilinin %38.52 ile
ilk siray1 aldigi, ¢ok yakin bir oranla (%38.3) bunu Edirne ilinin izledigi, Tekirdag
iline ait drneklerin ise toplam bulagiklilik orani yoniinden son sirada (%20.6) yer
aldig1 gorilmistiir.
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Cizelge 2. Trakya Bolgesi illerine ait tohum orneklerinde fungal etmenlerle enfekteli
tohum oranlar1

Enfekteli tohum oram (%)

Fungus tiirii Edirne Kirklareli Tekirdag
Alternaria alternata * 27.60 24.20 14.00
Alternaria ethzedia ** 7.60 4.80 4.46
Alternaria infectoria ** 2.30 4.40 1.56
Arthrinium arundinis 0.50 4.20 0.50
Cladosporium sp. 0.12 0.80 0.03
Curvularia sp. 0.12 0.00 0.03
Fusarium sp. 0.00 0.12 0.03
Phomopsis sp. 0.06 0.00 0.00

Toplam 38.30 38.52 20.60

* alternata tiir grubu ** infectoria tiir grubu

Incelenen tohumlarda en yaygin tiir olarak belirlenen A. alternata, farkli iilkelerde
incelenen kanola tohumlarinda da en yaygin fungus tiirii olarak bildirilmektedir
(Visconti et al. 1992, Vinas et al. 1994, Clear ve Patrick 1995). Baz1 ¢alismalarda
yaygin Alternaria tiirii olarak bildirilen A. brassicae, A. raphani'ye ise (Clear 1992,
Clear and Patrick 1995, Meena et al. 2010) tohum 6rneklerinde rastlanmamuisgtir.
Aragtirmamizda incelenen tohum o6rneklerinde, fungus tiirleri ile bulagiklik dikkate
alindiginda A. alternata'yi, A. ethzedia ve A. infectoria izlemistir. S6z konusu tiirler
her {i¢ ile ait tohum 6rneklerinde bulunmuslardir. Dis iilkelerde daha 6nce yapilan
caligmalarda A. ethzedia kanolada (Woudenberg et al. 2013), A. infectoria bugday,
arpa, yulaf, yem bitkileri ve horozibigi tohumlarinda bulunmustur (Dugan and
Lupien 2002, Kosiak et al. 2004, Gannibal 2008, Perello et al. 2008, Noelting et al.
2012, Perello and Larran 2013). Ulkemizde ise kimyonda solgunluk, ¢okerten, kok
cliriikliigii ve yaprak lekeleri gosteren bitkilerden A. infectoria tespit edilmistir
(Ozer ve Bayraktar 2015). Her ii¢ ile ait tohumlardan izole edilen Arthrinium
arundinis ise bugiine kadar sadece arpa tohumlarindan izole edilmistir (Grey and
Sands 1992). Bu calismada bolge tohumlarindan diisiik oranlarda izole edilen
Cladosporium sp., Curvularia sp., Fusarium sp. ve Penicillium sp. funguslari diger
iilkelerde de diisiik oranlarda kanola tohumlarinda tespit edilmistir (Vinas et al.
1994, Clear and Patrick 1995, Mankeviciene et al. 2011).

Dis iilkelerde kanolanin en 6nemli hastaliklari arasinda belirtilen ve tohumla
tasindig1 tespit edilen Phoma lingam'a ise, farkli arastiricilar tarafindan 6nerilen
izolasyon yontemleri kullanilarak izole edilmeye c¢alisilmis olmasina ragmen,
yapilan aragtirmalarda incelenen tohumlarda bu tiiriin tespit edildigine dair bir kayit
bulunmamaktadir (Clear 1992, Clear and Patrick 1995, Brazauskiene and
Petraitiene 2006, Chen et al. 2010).

izole edilen funguslarin patojenisiteleri

En yiiksek oranda izole edilen fungus tiirii olan A. alternata'ya ait tiim izolatlar
%350'in iizerinde hastalik siddeti meydana getirmistir (Cizelge 3). Bununla birlikte
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Kirklareli/Merkez ilgeden aliman 32.3 nolu izolat en yiiksek oranda (Sekil 1),
Tekirdag Marmara Ereglisi'nden alinan 30.23 nolu izolat ise en diisiikk oranda
hastalik siddeti olusturmustur. Calismamizda her ile ait 6rneklerde yiiksek derecede
patojen olan izolatlarin var oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 3. Alternaria alternata izolatlarinin kanolada olusturduklar hastalik siddeti

izolat No Alindig1 yer Hastalik siddeti (%)*
3.9 Edirne/Merkez 64.00+4.13 abcd
7.5 Edirne/Havsa 55.20+4.86 de
411 Edirne/Lalapasa 73.50+3.22 ab
12.5 Kirklareli/Babaeski 68.00+5.95 abc
11.8 Kirklareli/Liileburgaz 64.50+3.50 abed
32.3 Kirklareli/Merkez 76.00+£3.76 a
24.5 Tekirdag/Corlu 68.00+2.58 abc
18.20 Tekirdag/Hayrabolu 66.00+1.99 abed
20.15 Tekirdag/Malkara 56.50+2.78 cde
30.23 Tekirdag/M. Ereglisi 52.20+2.54 ¢
23.5 Tekirdag/Merkez 61.50+2.97 bede
16.2 Tekirdag/Murath 71.70+3.74 ab

*Her deger 20 tohum igeren 5 tekrarin ortalamasidir. Birbirinden farkli harflerle gosterilen degerler Duncan Coklu
Karsilastirma testine gore birbirinden 6nemli derecede farklidir (P=0.05)

Sekil 1. Alternaria alternata'nin tohumlar iizerinde olusturdugu hastalik siddeti (A:
Inokule edilmis tohumlar, B: Kontrol)

A. arundinis ile yapilan testlerde 4 izolat kullanilmig, izolatlarin olusturduklar
hastalik siddetleri arasinda istatistiki olarak 6nemli derecede bir farklilik olmadigi
goriilmiistir (Cizelge 4).

Cizelge 4. Arthrinium arundinis izolatlarimin kanolada olusturduklar1 hastalik siddeti

izolat No Alndig yer Hastahk siddeti (%)*
7.1 Edirne/Havsa 64.00+4.35 a
10.7 Kirklareli/Liileburgaz 56.20+5.84 a
25.1 Tekirdag/Corlu 58.7042.59 a
18.1 Tekirdag/Hayrabolu 69.20+3.12 a

*Her deger 20 tohum igeren 5 tekrarin ortalamasidir. Birbirinden farkli harflerle gosterilen degerler Duncan Coklu
Karsilastirma testine gore birbirinden 6nemli derecede farklidir (P=0.05)
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Bununla birlikte tiim izolatlar %50 in {izerinde patojen bulunmustur. En yiiksek
hastalik siddeti ise %69.2 ile 18.1 nolu izolatla elde edilmistir. Cok diisiik oranda
izole edilmeleri ve tiir teshislerinin tamamlanmamasi nedeniyle Curvularia sp.,
Cladosporium sp. ve Fusarium sp.'ye ait izolatlarin patojenisite testi sonuglari
verilmemistir.

Kanolada A. alternata ile ilgili yapilan ¢alismalar daha ziyade fungusun tarlada
olusturdugu hastalik siddeti ve tohumlarda tespitine yoneliktir. Bu nedenle bu
caligmada tespit edilen fungus tiirlerinin kanola tohumlarindaki patojenisiteleri ilk
kez belirlenmistir. Calismamizda patojenisitelerin izolatlara gore farklilik
gosterdigi  tespit edilmistir. Daha Onceki yillarda A. infectoria ile bugday
tohumlarinda yapilan patojenisite testlerinde etmenin patojen oldugu (Perello et al.
2008), bugday fideciklerinde enfeksiyona neden oldugu belirlenmistir (Perello and
Larran 2013). Horozibigi tohumlarinda ise bodur ve siskin kok olusumuna neden
oldugu bildirilmektedir (Noelting et al. 2012). Bununla birlikte kimyon bitkisinde
yapilan patojenisite testlerinde ise zayif patojen olarak belirtilmistir (Ozer ve
Bayraktar 2015). Bu arastirmada s6z konusu etmenle kanola tohumlarinda yapilan
patojenisite testlerinde fide enfeksiyonlarina rastlanmis %70'e varan hastalik
siddeti yapabilen izolatlarin oldugu belirlenmistir. Daha 6nce arpadan izole edilen
A. arundinis' in ise arpalara sari olum doneminde inokule edildiginde danelerde
renk degisikligine neden oldugu bildirilmektedir (Grey and Sands 1992).

Alternaria cinsi iginde yer alan infectoria tiir grubundan A. ethzedia izolatlariin
patojenisiteleri incelendiginde (Cizelge 5) izolatlarin ¢ogunun %70'in iizerinde
hastalik siddeti olusturdugu tespit edilmistir. izolatlar arasinda en yiiksek hastalik
siddeti (%82), Tekirdag Merkez'e ait 17.18 nolu izolat tarafindan olusturulmus,
bunu  20.29  (Tekirdag/Malkara), 16.30  (Tekirdag/Muratl1), 11.20
(Kirklareli/Liileburgaz), 5.1 (Edirne/Lalapasa), 14.7 (Kirklareli/Babaeski), 3.15
(Edirne/Merkez) nolu izolatlar izlemistir.

Alternaria infectoria izolatlar1 arasinda ise en yiiksek hastalik siddeti %70.5 ile 8.2
nolu izolat tarafindan olusturulmus, bunu %69.5 ile 29.2 nolu Tekirdag izolati
izlemistir (Cizelge 5). Diger izolatlarla kiyaslandiginda 6nemli derecede en diigiik
hastalik siddetleri ise 16.27 (Muratli), 18.2 (Hayrabolu), 18.2 (Babaeski) nolu
izolatlar tarafindan meydana getirilmistir.
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Fungus tiirlerinin tanilanmasi

Bu calismada, hem yiiksek oranda bulunan hem de patojenisitesi yiiksek olan
ayrica molekiiler olarak gen dizilimlerine gore teshis edilmis olan A. alternata, A.
ethzedia, A. infectoria ve Arthrinium arundinis'in farkli besi ortamlarindaki
gelisimi, koloni rengi, konidi sekil ve biiytikliikleri tanimlanmistir.

Alternaria alternata (Fr.) Keissl PDA besi ortaminda yesilimtirak gri renkte agik
yesil zonlu olarak MEA besi ortaminda alt kismi koyu, iist kismi daha agik renkli
hiflerle kapl1 olup, PCA besi ortaminda ise hifsel gelisme gostermeden koyu renkli
spor yiginlart olusturmustur (Sekil 2A). 7 giinliik inkiibasyon sonucunda, gelisme
hizlar1 PDA besi ortaminda 0.96 cm/giin, PCA besi ortaminda 1.06 cm/giin, MEA
besi ortaminda ise 0.87 cm/giin olarak belirlenmistir. Etmenin PCA besi
ortamindaki gelisme hizi diger ortamlardaki gelisme hizina gore Onemli
bulunmustur (P=0.05). Etmenin konidileri enine ve boyuna boélmeli olup (Sekil
2B), boylar1 7.5-25.01 pm arasinda (Ortalama: 13.58+2.42 um) olup, enleri ise
6.17+£0.94 pm olarak belirlenmistir. Etmenin BLAST analizi Gen Bankasinda
bulunan ¢ok sayida A. alternata izolati (Ornek Accession No: JF802090.1,
JF835830.1, JF835832.1) ile %99 oraninda benzer oldugunu gostermistir.

Do

(W

Sekil 2. Alternaria alternata’nin PCA besi ortaminda koloni gelisimi (A) ve konidileri

(B)

A. ethzedia E.G. Simmons (eseyli formu: Lewia ethzedia E.G. Simmons) PDA besi
ortaminda (Sekil 3A) koyu zeytin yesili renkte bir zemin iizerinde beyaz renkte,
MEA (Sekil 3B) ve PCA besi ortaminda ise beyaz renkte geligsmistir. 7 giinliik
inkiibasyon sonucunda, gelisme hizlart PDA besi ortaminda 0.87 cm/giin, PCA
besi ortaminda 0.81 cm/giin, MEA besi ortaminda ise 0.70 cm/giin olarak
belirlenmistir. MEA'da gelisme hizi PDA besi ortamia goére dnemli derecede
yavag olmustur (P=0.05). Etmen hic¢bir besi ortaminda konidi olusturmamaistir.
Etmenin BLAST analizi sonucunda Gen Bankasinda bulunan A. ethzedia izolatlar
[Accession No: AY278833.1, NR135928.1, KT281913.1: Bu izolatlarda kanoladan
izole edilen A. ethzedia (AY278795, (Woudenberg et al. 2013) referans izolat
olarak gosterilmektedir] ile %99 oraninda benzer bulunmustur.
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Sekil 3. Alternaria ethzedia'nin PDA (A) ve MEA (B) besi ortaminda koloni geligimleri

A. infectoria E.G. Simmons (eseyli formu: Lewia infectoria (Fuckel) M.E. Barr &
E.G. Simmons), PDA besi ortaminda zeytin yesili renkte bir zemin iizerinde beyaz
renkte pamuksu bir gelisme (Sekil 4A), MEA besi ortaminda zemini koyu sari
iizeri kiil renginde bir gelisme, PCA besi ortaminda (Sekil 4B) ise zemin koyu tist
kismi seyrek hifsel bir gelisme gostermistir. 7 giinliik inkiibasyon sonucunda,
gelisme hizlart PDA besi ortaminda 1.07 cm/giin, PCA besi ortaminda 0.99
cm/giin, MEA besi ortaminda ise 0.82 cm/giin olarak belirlenmistir. PDA ve PCA
ortamindaki hizli gelisme 6nemli bulunmustur (P=0.05). Etmenin konidileri uzun
yumurtamsi ya da silindir yapisindadir. Uzunlamasina bolmeli konidiler kadar,
uzunlamasina bolmesi olmayan konidiler de bulunmaktadir (Sekil 4C-F). Konidi
boylar1 30-42,5 um (Ortalama: 37.46+2.42), enleri ise 9.63+1.40 pum arasinda
olmustur. Etmen BLAST analizi sonucunda Gen Bankasinda bulunan ¢ok sayida A.
infectoria  izolatlar1 (Ornek Accession No: KU516622.1, KT898619.1,
KT692570.1) ile %99 oraninda benzer bulunmustur.
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.

Sekil 4. Alternaria infectoria’nin PDA (A), PCA (B) besi ortaminda koloni gelisimi ve
konidileri (C, D, E, F)

Arthrinium arundinis (Corda) Dyko & B. Sutton (Syn: Apiospora montagnei Sacc;
eseyli formu: Gymnosporium arundinis Corda) PDA besi ortaminda agik sar1-kiil
renginde pamuksu sekilde gelismis (Sekil SA), MEA besi ortaminda ise krem rengi
bir gelisme, PCA besi ortaminda ise koyu gri renkte bir gelisme (Sekil 5B)
gostermistir. 7 giinliik inkiibasyon sonucunda, gelisme hizlar1 PDA besi ortaminda
1.14 cm/giin ile 6nemli derecede hizli gelismistir (P=0.05). PCA besi ortamindaki
gelisme hizi 1.02 cm/glin, MEA besi ortaminda ise 1.02 cm/giin olarak
belirlenmistir. Etmenin konidileri bdlmesiz, yuvarlak sekilli, koyu kahverengi
rengindedir (Sekil 5C). Konidi biiyiikligii 6.25+0.73 pm c¢apinda belirlenmistir.
Etmenin BLAST analizi sonucunda Gen Bankasinda bulunan ¢ok sayida A.
arundinis izolatlar1 (Ornek Accession No: AB470870.1, HQ380772.1,
KX533933.1) ile %99 oraninda benzer bulunmustur.
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Sekil 5. Arthrinium arundinis’in PDA (A) ve PCA (B) besi ortamindaki koloni gelisimi ve
konidileri (C)

Alternaria tiirlerinin tanilanmasi oldukg¢a karmagiktir. Daha 6nce de belirtildigi gibi
son yillarda 24 farkli seksiyona ayrilarak her seksiyonda yer alan tiir gruplar
belirlenmistir. Kanola tohumlarindan izole ettigimiz A. alternata alternata
seksiyonu ve alternata tiir grubu iginde, A. ethzedia ve A. infectoria infectoriae
seksiyonunda infectoria tiir grubu i¢inde bulunmaktadir (Woudenberg et al. 2013,
Lawrence et al. 2013, Lawrence et al. 2014).

Bunlar arasinda 6zellikle A. ethzedia ve A. infectoria’ nin genetik olarak birbirine

cok benzedigi tespit edilmis olup bu konudaki ¢aligmalar devam etmektedir (Dube
2014).

Bu ¢alismada elde edilen sonuglara gore Trakya Bolgesi kanola ekim alanlarindan
elde edilen tohumlarda tespit edilen Alternaria alternata, Alternaria ethzedia, A.
infectoria ve Arthrinium arundinis'in bulunma oranlari ¢ok yiiksek olmasa da,
tohumlarda baz1 izolatlarin %60-80'lere varan hastalik siddeti olusturduklari
goriilmiistiir. Bu nedenle hastalik etmenlerinin taginmasini engellemek amaciyla
kiiltiirel 6nlem olarak ekimde kullanilacak tohumluklarin s6z konusu funguslarin
varlig1 agisindan test edilmesi gerekmektedir. Tespit edilen hastalik etmenlerine
kars1 dayanikliligin  belirlenmesi incelenmesi gereken bir konudur. Ayrica
Alternaria tiirlerinin mikotoksin olusturdugu dikkate alindiginda bu konuda
arastirmalar yapilmasi yararl olacaktir.
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