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OZET

Alternaria burnsii’nin neden oldugu kimyon yanikligi bir¢ok iilkede kimyon tiretimini sinirlandiran
onemli bir fungal hastaliktir. Patojen lilkemizde de hemen hemen tiim kimyon ekim alanlarinda yaygin
olup dnemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bununla birlikte, Alternaria burnsii’ nin morfolojik,
fenotipik ve filogenetik 6zellikleri hakkinda ¢ok fazla bilgi bulunmamaktadir. Bu ¢aligmada Alternaria
burnsii’nin miseliyal gelisimi ve sporulasyonu tizerine farkli besi ortamlari ve ¢evresel faktorlerin etkisi
arastirilmistir. Ayrica patojen izolatlari arasindaki morfolojik farkliliklar degerlendirilmistir. Bu amagla
patojen izolatlar, yedi farkli besi ortamu (Patates Dekstroz Agar , Patates Havug Agar, Misir Unu Agar,
Czapek Dox Agar, Sukroz Agar, Su Agari, Domates Suyu Agari, V88) iizerinde iki farkli inkubasyon
kosulu altinda gelistirilmistir. Degerlendirilen kiiltiir ortamlar1 arasinda en yiiksek sporulasyon degisken
sicaklik ve 151k kosularina maruz birakilan V88 ortamu iizerinde elde edilmistir. Ayrica kiiltiir ortam ve
gelisme kosullarina bagli olarak konidi uzunlugu, genisligi ve septa sayis1 bakimindan istatiksel olarak
onemli farkliliklar gozlemlenmistir. Sicaklik patojen gelisimini etkileyen dnemli bir smirlayict faktor
olup en iyi gelisme orani 25 °C’ de gozlemlenmistir. Ayrica, UPGMA metodu ile gergeklestirilen ITS
sekansinin filogenetik analizi ise test edilen tiim izolatlarin ayn1 grup igerisinde yer aldigini ve bu
izolatlarin GenBankasindan elde edilen ve farkli seksiyonlari temsil eden Alternaria tiir gruplarina ait
izolatlardan filogenetik olarak farkli oldugunu gostermistir. Bu sonuglarin gelecekteki aragtirmalar igin
patojen inokulumunun hazirlanmasinin yanisira patojen tespit ve tanilanmasi i¢in farkli metotlarin
gelistirilmesinde faydali bilgiler saglayacag: diistiniilmektedir.

Effect of different cultural conditions on the growth of Alternaria burnsii and its
phylogenetic analysis based on rDNA-ITS sequences

ABSTRACT

Cumin blight caused by Alternaria burnsii is an important fungal disease restricting cumin production
in many countries. The pathogen is widespread in almost all cumin growing areas in Turkey and causes
major economic losses. However, little information is known about morphologic, phenotypic and
phylogenetic characteristics of Alternaria burnsii. In this study, the effect of different nutrient media
and environmental factors on mycelial growth and sporulation of Alternaria burnsii was studied, and
morphological differences among the pathogen isolates were evaluated. For this purpose, pathogen
isolates were grown on seven different nutrient media (Potato Dekstrose Agar, Potato Carrot Agar, Corn
Meal Agar, Czapek Dox Agar, Sucrose Agar, Water Agar, Tomato Juice Agar, V88) under two
different incubation conditions. Among the culture media evaluated, the highest sporulation was
obtained on V88 media exposed to the alternating temperature and light regimes. Also, the length,
width and septa number of the conidia showed statistically differences depending on culture media and
growing conditions. The temperature was a significant limiting factor affecting the pathogen growth.
The best growth was observed at 25 °C. Phylogenetic analysis of the rDNA-ITS sequences performed
by UPGMA method indicated that all tested isolates clustered in the same group and these isolates were
phylogenetically distinct from the isolates of Alternaria-species groups, representing different sections
retrieved from GenBank. These results could provide useful information in the pathogen inoculum
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production for further studies as well as the development of different methods for the identification and

determination of the pathogen.

1. Giris

Kimyon (Cuminum cyminum L.) iilkemizde ve
diinyada yaygin olarak kullanilan 6nemli bir tibbi ve
aromatik bitkidir. Bununla birlikte kimyon verimi farkli
biyotik ve abiyotik stres faktorlerinden dolay istenilen
diizeyde olmamaktadir. Biyotik hastalik etmenleri
arasinda ise Alternaria burnsii’ nin sebep oldugu
kimyon yanikligi onemli bir yer tutmaktadir. Hastalik
etmeninin belirtileri genellikle ¢igeklenme doneminde
goze ¢arpmakta ve geng yapraklarin uglarinda goriilen
beyazims1 nekrotik alanlar zamanla bitkilerin diger
toprak istii kisimlarima yayilarak bitkinin yanmasina
neden olmaktadir. Hastalik etmeninin %70 varan
oranlarda iriin kayiplari meydana getirdigi tespit
edilmistir  (Holiday, 1980). Ulkemizde yapilan
calismalarda ise kimyon ekim alanlarinin bu hastalik
etmeniyle bulasik oldugu ve dnemli derecelerde iiriin
kayiplarina yol actigi bildirilmistir (Kocatiirk, 1988;
Ozer ve Bayraktar, 2015).

Bitki  patojeni  funguslarin  neden  oldugu
hastaliklarin biyolojilerinin aydinlatilmasi,
epidemiyolojilerinin  belirlenmesi ve etkili kontrol

yontemlerinin gelistirilmesi amaciyla pek ¢ok c¢alisma
gerceklestirilmektedir. Bununla birlikte pek ¢ok patojen
yapay ortamlarda sporulasyon yapabilmek i¢in 6zel
kosullara ihtiya¢ duymaktadir. Ozellikle Alternaria
tirlerinin ~ sporulasyonu {izerinde besin kaynagi,
1siklanma  siiresi ve sicaklik ana faktorler olarak
goriilmektedir (Rotem, 1994). Bu kapsamda pek ¢ok
Alternaria tiirinde yeterli sporulasyon saglamak
amaciyla farkli ¢aligsmalar gerceklestirilmistir (Prasad ve
ark., 2009; Naik ve ark., 2010; Ramjegathesh ve
Ebenezar 2012). Bununla birlikte kimyon ekim
alanlarinda goriilen en 6nemli hastalik etmeni olan A.
burnsii’nin gelisimi i¢in uygun kosullarin belirlenmesi
tizerine sinirli sayida galisma bulunmaktadir (Gemawat
ve Prasad, 1971).

Alternaria cinsi ¢ok sayida bitki patojenini igeren ve
taksonomik simiflandirmasi konidi 6zellikleri ve zincir
olusturma durumu gibi  morfolojik  o6zelliklere
dayanilarak gercgeklestirilen olduk¢a karmasik bir
gruptur. Bu kapsamda Alternaria tiirlerinin taksonomik
durumu stirekli olarak degisim gostermistir (Ellis, 1971,
1976; Simmons, 1992). Alternaria cinsinin taksonomik
yapist tam olarak netlesmemekle beraber Simmons
(2007) tarafindan bu cins igerisinde 275 tiirlin
bulundugu bildirilmistir. Alternaria burnsii ise genelde
tekli, gagasiz, uca dogru daralan ovoid veya elipsoid
konidileri ile karakterize edilmistir (Simmons, 2007).

Giintimiizde morfolojik  o6zellikler kullanilarak
yapilan  siniflandirmalarda  karsilasilan  zorluklar
nedeniyle hem Alternaria cinsi igerisindeki tiirlerin
molekiiler teshisi hem de bu cins igerisindeki funguslar
arasindaki  genetik akrabaliklar1 aragtirmak igin
molekiiler teknikler yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu

amagla internal transcribed spacers (ITS), mitochondrial
small-subunit  (mt  SSU), endopolygalacturonase
(endoPG) geni, Alternaria allergen al (Alt al) geni,
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gpd) gibi
farkli korunmug bolgeler bu cins igerisindeki genetik
farkliliklarin  ortaya konulmasinda faydali bilgiler
saglamistir (Pryor ve Bigelow 2003; Hong ve ark.,
2005; Udayashankar ve ark., 2012). Bununla birlikte
kimyonda sorun olan A. burnsii’nin genetik yapisi
hakkinda ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir (Ozer ve
Bayraktar, 2015).

Ayrica ayni tir igerisindeki izolatlar arasinda
goriilen morfolojik ve fizyolojik farkliliklar bu tiiriin
patojenik ve genetik farkliliklarini da
yansitabilmektedir. Bu kapsamda yapilan caligmalarda
farkli Alternaria tiirleri igerisinde yiiksek derecede
genetik ve patojenik farkliliklarin bulundugu tespit
edilmigtir (Castro ve ark., 2000; Shahzad, 2003). Bu
calisma kapsaminda ise kimyonda goriilen yaniklik
etmeninin farkli izolatlar1 arasindaki morfolojik ve
fizyolojik farkliliklarin belirlenmesi, farkli seksiyonlari
temsil eden Alternaria tir gruplart ile filogenetik
iligkisinin incelenmesi ve sporulasyonu i¢in uygun
ortam kosullarinin tespit edilmesi amaglanmustir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal

Caligmada materyal olarak {ilkemizin en Onemli
kimyon ekim alanlar1 olan Ankara ve Konya illerindeki
farkli kimyon ekim alanlarindan elde edilen bes adet A.
burnsii izolat1 (Konl, Kon2, Kon3, Ankl, Ank2)
kullamlmustir. Patojen izolatlar Patates Dekstroz Agar
(PDA) ortamu {izerinde 23+2°C’de 15 giin siireyle
gelistirilmistir. Izolatlarin patojenisite testleri ise yerel
kimyon ¢esidi lizerinde gergeklestirilmis ve %90’nin
iizerinde patojen olduklari tespit edilmistir (Bayraktar
ve ark. 2013).

2.2. Yontem

Alternaria  burnsii  izolatlari  Arasindaki

Morfolojik Farkliliklarin Belirlenmesi

2.2.1.

A.burnsii’nin morfololojik ozelliklerinin
belirlenmesi amaciyla tiim izolatlar farkli besin
ortamlarinda ve sicaklik-1s1k kosullarinda inkiibasyona
birakilmig ve izolatlarin sporulasyon miktari, konidi
biiyiiklikkleri, bolme sayist ve misel genisligi
belirlenmistir. Bu amagla PDA ortaminda gelistirilen
her bir kiiltiirlerden alinan 5 mm ¢apindaki agar diskleri
PDA, Su Agar (%]1°lik), Czapek-Dox Agar, Misir Unu
Agar, Sukroz Agar (sukroz 20 g,CACO 30 g, agar 20 ¢
I'), Domates Suyu Agar1 (domates suyu 200 ml,
CaCO3 3 g, agar 20 g I pH:6.5), Patates Havug Agar
(PCA, havug 20 g, patates 20 g, agar 15 g L™) ve V88
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(domates 400 g, havug 100 g, pancar 60 g, marul 20 g,
kereviz 10 g, maydanoz 10 g, tere 10 g, 1spanak 10 g L
!y ortamlarina aktarilmistir. Bu sekilde inokule edilen
Petri kaplari iki farkli sekilde inkiibe edilmistir.

a-Tim izolatlar farkli ortamlar {lizerinde 2342 °C’ de
standart 12 saat 151k-12 saat karanlik periyot iceren
inkiibasyon odasinda 15 giin siireyle gelistirilmistir.

b- Aym ortamlara agilanan Petri kaplar1 degisken
151k ve sicaklik (5 gilin 2242 °C’ de karanlik,1 giin 18+2
°C’ de aydinlik, ve tekrar 4 giin karanlikta inkubasyon)
kosullarinda gelistirilmistir.

Her iki inkubasyon periyodundan sonra Petri
kaplarina 20 ml steril saf su ilave edilerek steril bir
spatiil yardimi ile fungus sporlar1 agar yiizeyinden
kazinarak  siizlilmiistir. =~ Hazirlanan  bu  spor
siispansiyonlarinin  konsantrasyonu thoma lami ile
sayim yapilarak belirlenmistir. Izolatlar arasindaki
morfolojik &zelliklerin  belirlenmesi amaciyla lam
tizerindeki farkli alanlardan her bir izolata ait 30
konidinin en, boy oranlari, bdlme sayilar;, misel
genigligi (um) 40x biyilitmede 151k mikroskobunda
(Leica DM1000) belirlenmistir.

2.2.2. Sicakhigin Kiiltiir Gelisimi Uzerine Etkilerinin
Belirlenmesi

Kiiltiir gelisimi iizerine sicakligin etkisini belirlemek
i¢in tiim izolatlar PDA ortamu iizerine asilanmis ve Petri
kaplar1 20, 25 ve 30 °C’ de 12 saat 151k-12 saat karanlik
periyot iceren inkiibasyon odasinda 7 giin siireyle
gelistirilmistir. Inkubasyondan sonra her bir Petri
kabindaki gelisme orani iki taraftan capraz olarak
Olciilerek gelisme oranlari belirlenmistir.

Denemeler 3 tekerriirlii olarak gergeklestirilmis ve
elde edilen degerler Minitab ve MSTAT istatistik
programlar1 kullanilarak Varyans Analizi ve Duncan
Coklu Karsilagtirma Testi (P>0.05) ile
degerlendirilmistir.

2.2.3. Fungus Kiiltiirlerinden DNA Izolasyonu

Bu amagcla Potato Dextrose Broth (PDB) ortaminda
gelistirilen fungus miselleri sivi nitrojen igerisinde
ezilmis ve ektraksiyon buffer1 (200 mM Tris-HCI
pH:8.5, 25 mM NaCl, 25 mM EDTA, % 0.5 SDS) ile
siispanse edilerek 65 °C’ de 1 saat inkiibasyona
birakilmugtir. Inkiibasyondan sonra &rneklere esit hacim
phenol:chloroform eklenerek 13.000 g’ de 1 saat
santrifiij yapilmigs ve RNase A ile tekrar inkiibe

edilmigtir. Daha  sonra  Orneklere  chloroform:
isoamylalcohol ilave edilerek santrifiij edilmistir.
Orneklere isopropanol eklenerck DNA ¢oktiiriilmiis ve
steril bi-destile su ile slispanse edilerek -20°C’de
saklanmigtir (Reader ve Broda, 1985).

2.2.4. Alternaria burnsii  Izolatlariun  rDNA-ITS

Bélgesinin Sekans Analizi
Alternaria burnsii izolatlarinin ribosomal DNA
tizerindeki ITS bolgesinin amplifikasyonu igin White ve
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ark. (1990) tarafindan belirlenen ITS1 (5°-TCC GTA
GGT GAA CCT GCG G-3’) ve ITS4 (5’-TCC TCC
GCT TAT TGA TAT GC-3’) primerleri kullanilmistir.
PCR reaksiyonu, 200 uM dNTPs, 0.4 pM primer, 10X
reaksiyon bufferi, 1.5 mM MgCl,, 1.5 U Tag DNA
polymerase (Thermo Scientific) ve 30-50 ng fungal
DNA igeren 50 pl’ lik hacimlerde gergeklestirilmistir.
DNA amplifikasyonu ise 94 °C’de 2 dk. ilk
denatiirasyon, 94 °C’ de 1 dk., 57°C’ de 30 s, 72 °C’de
30 s 35 dongii ve 72 °C’de 10 dk. olacak sekilde
programlanan thermal cycyler’da yapilmistir.

Daha sonra elde edilen PCR iiriinleri kontrol
amactyla, %1’ lik agaroz jelde elektroforetik olarak
ayrilmistir (Sambrook ve ark., 1989). Elde edilen PCR
iriinlerinden ayni primerler kullanilarak c¢ift yonli
sekans dizisi elde edilmis ve sekans bilgisi DNAStar ve
Mega$ (Tamura ve ark., 2011) programlar1 kullanilarak
analiz edilmistir. Elde edilen sekanslar ClustalW
metodu ile hizalanmis ve UPGMA metoduna gore 1000
permiitasyonlu  bootstrap analizi ile dendogram
olusturulmustur. Ayrica farkli Alternaria seksiyonlarim
temsil eden tiirlere ait sekans bilgileri Gen Bankasindan
almarak ¢alismalara dahil edilmistir (Lawrence ve ark.,
2013).

3. Bulgular ve Tartisma

Alternaria burnsii izolatlarmin gelisimi i¢in uygun
besin ve gelisme kosullarmin belirlenmesi amaciyla
yapilan ¢aligsmalarda 7 farkli ortam ve 2 farkli gelisme
kosulu degerlendirilmis olup, gelisme kosullarimin farkli
ortamlardaki sporulasyon {izerinde oldukga etkin oldugu
goriilmiistiir (Cizelge 1). Yapilan calismada 12 saat
aydinlik/karanlik  kosullarinda inkube edildiginde
izolatlarin sadece PCA ve Sukroz Agar ortamlarinda
yeterli miktarda sporulasyon yaptigi goriilmiigtiir. PCA
ortamindaki sporulasyon miktar1 3.25-5x10* spor ml™*
arasinda degisir iken bu oran Sukroz Agar ortaminda
1.12-2.62x10" spor ml™ olarak bulunmustur. Test edilen
V88 ve Domates Suyu Agar ortamlarinda ise ¢ok az
spor olusumu goriilmekle birlikte thoma laminda tespit
edilememistir. PDA, Su Agari, Misir unu agar ve
Czapek-Dox Agar ortamlarinda ise spor olusumu
gozlenmemistir.  Izolatlar ~ de@isken  inkubasyon
kosullarinda (5 giin 22+2 °C’ de karanlik, 1 giin
18+2°C’ de aydinlik ve tekrar 4 giin karanlikta
inkubasyon) inkube edildiginde sadece V88 ortaminda
etmen sporlart tespit (5.37-7.25x10* spor ml™)
edilebilmisti. PCA ve Domates Suyu Agar
ortamlarinda ise bazi izolatlarda ¢ok az spor olusumu
goriilmekle birlikte thoma laminda tespit edilememistir.
Ayrica 12 saat aydinlik/karanlik kosullarinda spor tespit
edilen Sukroz agar ortami ile PDA, Su Agari, Misir Unu
Agar ve Czapek-Dox Agar ortamlarinda bu inkubasyon
kosullarinda sporulasyon goriilmemistir.
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Cizelge 1. Alternaria burnsii izolatlarinin farkli inkubasyon kosullari ve besin ortamlarinda gelistirilmesi sonucu

elde edilen spor miktarlari (x10%)

12 saat aydinlik/karanlik

Degisken inkubasyon kosullar1

Besin ortami Ankl Ank2 Konl Kon3 Kon2 Ankl  Ank2 Konl Kon3 Kon2
Su Agari - - - - - - - - - -
PDA - - - - - - - - - -
Misir Unu Agari - - - - - - - - - -
Czapek-Dox Agar - - - - - - - - - -
PCA 4.375 5 3375 475 3.25 R - R R R
Sukroz Agar 1.125 2625 1125 1.625 2.625 - - - - -
V88 - - R R R 6.25 7.25 7 5375 55
Domates Suyu Agari R R R R R R - - R R

R: Thoma laminda tespit edilemeyecek diizeyde az spor olusumu

Alternaria burnsii izolatlarinin sporulasyon yaptigi
ortamlardan yapilan Olglimlerde de yine ortam
kosullarina goére hem spor boyunda hem de bodlme
sayilarinda farklilik goriilmiistir (Cizelge 2). Spor
biiytikliikleri bakimindan incelendiginde V88 ortaminda
gelistirilen izolatlarin genelde diger ortamlara gore daha
biiyiikk oldugu gozlemlenmistir. Bu ortamda en biiyiik
spor gelisimi Konl izolatinda goriiliir iken en kiigiik
spor Kon2 izolatinda goriilmiistiir. V88 ortaminda
gelistirilen Kon2 izolat1 hari¢ tiim izolatlarin spor
biiyiikliiklerinin istatistiki olarak diger ortamlara gore
farkli oldugu bulunmustur. Benzer sekilde PCA ve

Sukroz Agar ortaminda gelistirilen izolatlarin spor
biiyiikliikleri arasinda  istatistiki  olarak  6nemli
farkliliklar  goriilmiistiir. Farklt besin ortamlarinin
izolatlarin bolme sayilari lizerine etkileri incelendiginde
PCA ortamindaki Kon2 izolati hari¢ V88 ortaminda
gelistirilen diger izolatlarda, spor biiyiikliigii ile orantilt
olarak b6lme sayisinin daha fazla oldugu gorilmiistiir.
Izolatlar dikine bolme sayilart bakimindan kendi
iclerinde karsilastirildiginda ise sadece V88 ortaminda
gelistirilen Konl izolatinda istatistiki olarak farklilik
bulunmustur.

Cizelge 2. Sporulasyon tespit edilen ortamlardaki izolatlarin spor boylari ve bélme sayilart

PCA Sukroz agar v8s”
(12 saat aydimlik/karanlik) (12 saat aydinlik/karanlik) (Degisken inkubasyon kosullar)
Spor Spor Spor
izolatlar Bdlme Sayisi buyikligii Bolme Sayist blytkligi Bolme Sayisi blytkligi
- _ (nm) o _ (um) - _ (um)
I[:))(I)Il(g: lIJEéI;lI:lZ Boy x Genislik Ii))(l)‘l(tllrl]ee E ;Ir?li Boy x Genislik g(l)ll(:lr:: lI)Egllnnqee Boy x Genislik
Konl 3.9b 115 413b 141  4.45Db 115 33.1c 128 5.2a 1.4 52.7a 16.5
Kon2 4.95a 155 418a 14.2 4.5a 135 432a 144 4.6a 1.8 46.1a 16.2
Kon3 4.55a 135 425b 165 4.4a 135 42.1b 156 4.9a 15 52.4a 16.6
Ankl 4.25a 1.4 47a 191 4.5a 135 416b 137 4.7a 165 46.8a 154
Ank?2 4.3a 1.1 46.5b 155 4.35a 1.4 42.2¢c 14 4.8a 1.6 52.2a 18.7

“Ayni harf ile temsil edilen ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak 6nemsizdir.

Alternaria burnsii i¢in uygun gelisme kosullarinin
belirlenmesi {izerine smirli g¢alisma bulunmaktadir.
Farkli seker ve amino asitlerin A. burnsii’ nin
sporulasyonu ve misel gelisimi tiizerinde etkisini
aragtiran Gemawat ve Prasad (1971) patojen i¢in en iyi
karbon kaynagmin maltoz oldugunu belirtmis olup
fenilalanin, aspartik asit ve DL-serin amino asitlerinin
de sporulasyon fiizerinde oldukga etkili oldugunu tespit
etmiglerdirr. Bu calismada  kullanilan  ortamlar
karsilastirildiginda ise besin cesitliligi diger ortamlara
gore daha yiiksek olan V88 ortaminda izolatlarin daha
yiiksek seviyede sporulasyon yaptig1 ve spor gelisiminin
daha iyi oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte konidi
olusumu tespit edilemeyen bazi ortamlardaki seker

miktarimin konidi olusumu tizerinde etkili olabilecegi de
diigiiniilmektedir. ~ Alternaria  solani ile yapilan
calismalarda fungus konidiofor olusturabilmek igin bir
karbon kaynagina ihtiya¢ duyar iken yliksek miktardaki
sekerin konidi {retimini engelledigi tespit edilmistir
(Waggoner ve Horsfall, 1969). Bu sonu¢ V88 ortamina
sukroz ilave edildiginde aymi fungusun sadece
konidiofor olusturdugunu tespit eden Rodrigues ve ark.,
(2010)’1 tarafindan da dogrulanmistir. Bu kapsamda
Alternaria tiirlerinin sporulasyonu igin besi ortamina
CaCO;s ilavesi yaygin olarak kullanilmistir (Naik ve ark.
2010; Rodrigues ve ark., 2010).

Degisken  inkubasyon
isiklanmanin ~ Alternaria

kosullarinin ~ Gzellikle
tirlerinin ~ sporulasyonu
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iizerinde 6nemli derecede etkisi oldugu bilinmekte olup
konidiofor olusumunun aydinlik kosullarda, konidi
olusumunun ise karanlik kosullarda tesvik edildigi farkli
aragtiricilar  tarafinda  bildirilmistir  (Lukens 1960;
Douglas 1972). Bu c¢alismada da 1giklanma siiresinin
patojenin vejatatif gelisimini tamamlamasi ve yeterli
seviyede konidi ve konidiofor olusturabilmesi agisindan
onemli rol oynadig disiiniilmektedir. Farkli Alternaria
tirlerinin  gelisimi  ve sporulasyonu i¢in uygun
kosullarin belirlenmesi amactyla yapilan g¢alismalarda
da benzer sonuglar elde edilmistir. Altenaria solani’nin
sporulasyonunu tesvik etmek amacryla farkli besin,
sicaklik ve 1siklanma siirelerini test eden Benlioglu ve
Delen (1996) degisken sicaklik ve 1siklanma
kosullarinin patojen sporulasyonu agisindan oldukca
6nemli oldugunu en iyi sporulasyonun bu ¢alismadakine
benzer bir sicaklik-istk  kombinasyonunda elde
edilebildigini bildirmistir. Domateste sorun olan A.
solani izolatlar1 lizerinde benzer bir ¢alisma
gergeklestiren Naik ve ark. (2010) test edilen 4 izolat
arasinda konidi ozellikleri ve hif genisligi bakimindan
farkliliklarin  bulundugunu belirtmistir. Ayrica farkli
besin ortamlari, sicaklik, nem ve 1siklanma siirelerinin
A. solani’ nin sporulasyonu ve gelisme orani iizerinde
etkili oldugunu tespit etmislerdir. Bu caligmada da
izolatlarin  farkli ortamlardaki misel genislikleri
incelenmis ve 5.06-6.05 pm arasinda degistigi tespit
edilmistir. Ancak gelisme kosullarina gore izolatlar
arasinda misel genisligi bakimindan 6nemli bir farklilik
goriilmemistir. Pamukta &nemli ekonomik kayiplara
neden olan A. macrospora’nin 10 izolati arasindaki
morfolojik, patojenik ve molekiiler farkliliklar: arastiran
Jadhav ve ark. (2011) misel genisligi, konidi biiyiikligi

ve septa sayist bakimindan Onemli morfolojik
farkliliklarin ~ bulundugunu ve izolatlar arasinda
molekiiler olarak iki fakli grubun oldugunu
bildirmiglerdir. Benzer sekilde soganda yaprak

yanikligina sebep olan A. alternata’nin 10 izolat
arasindaki kiltiirel farkliliklar1 arastiran Ramjegathesh
ve Ebenezar (2012) ise konidi biyikligi ve
sporulasyon bakimindan izolatlar arasinda farkliliklar
tespit etmislerdir. Ayrica kiltiir ortami ve pH’ya bagh
olarak izolatlarin miseliyal gelisim oranlar1 arasinda
farkliliklarin bulundugu goriilmiistiir.

Farkli  inkiibasyon derecelerinin ~ A.  burnsii
izolatlarinin kiiltiir gelisimi lizerine etkilerini belirlemek
icin yapilan c¢aligmalarda ise tiim izolatlar PDA
ortamima agilanmis ve 20, 25 ve 30 °C’lerde 7 giin
siireyle gelistirilerek kiiltiir ¢aplari dl¢iilmiistiir (Cizelge
3). Izolatlar 20 °C de gelistirildiginde ortalama 3.834
cm’lik bir gelisime tespit edilmistir. En yavas gelisen
Ankl izolati (3.4 cm) hari¢ diger izolatlar arasinda
onemli bir farkhilik gériilmemistir. izolatlar 25 °C
gelistirildiginde ise ortalama 4.254 cm ile oldukga hizli
bir gelisim gostermiglerdir. Kon2 en hizli gelisen izolat
(4.6 cm) olur iken Kon3 (3.97) en yavag gelisen izolat
olmustur. Izolatlar 30 °C de inkube edildiginde kiiltiir
gelisimleri biiyiik 6l¢iide azalmakla birlikte aralarindaki
fark istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. Naik ve ark.
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(2010), A. solani’ nin optimum gelisme sicakliginin 25
°C oldugunu, en iyi gelisme orani ve sporulasyonun
%100 nispi nemde saglandigini  bildirmislerdir.
Alhussaen (2012), domateste erken yaniklik etmeni olan
A. solani izolatlarinin optimum gelisme sicakliginin 30
ve 25 °C oldugunu ve bu sicakliklar arasinda istatistiki
bir farkin bulunmadigini belirtmiglerdir. Ayrica bu
izolatlarin gelisme oranlar1 arasinda dnemli farkliliklar
gozlemlenmistir.
Cizelge 3. Farkli sicakliklarin Alternaria burnsii
izolatlarmin kiiltiir gelisimi (cm) {izerine
etkilerinin belirlenmesi

Izolatlar™ 20 °C 25 °C 30 °C
Konl 3.78ab 4.17bc 1.80bc
Kon2 3.93a 4.60a 1.97ab
Kon3 3.88a 3.97c 1.73c
Ankl 3.40b 4.23b 2.10a
Ank2 4.18a 4.30b 1.83bc
Ortalama 3.834 4.254 1.886

 Ayni harf ile temsil edilen ortalamalar arasindaki fark
istatistiki olarak dnemsizdir.

Alternaria burnsii izolatlarimin ITS1/4 primerleri
kullanilarak yapilan PCR analizi sonucunda ise tiim
izolatlardan yaklagik 530 bp biiyiikliigiinde tek bir band
cogaltilmistir (Sekil 1). Sekans analizinde ise tim
izolatlardan 500 bp degerlendirmeye alinmis ve Gen
Bankasindan elde edilen ve farkli seksiyonlari temsil
eden Alternaria tirlerine ait sekanslarla birlikte
dendogram olusturulmustur (Sekil 2). Elde edilen
dendogram incelendiginde tiim A. burnsii izolatlarinin
genetik olarak benzer oldugu ve %100 bootstrap degeri
ile ayni genotip igerisinde yer aldigi gorilmiistiir.
Ayrica bu izolatlarin en fazla A. solani ile benzerlik
gosterdigi bununla birlikte farkli seksiyonlart temsil
eden diger Alternaria tiirlerinden olduk¢a farkli
olduklar1 goriilmistiir.

M

Sekil 1. Alternaria burnsii izolatlariin ITS1/4 primeri
ile ¢ogaltilmasi sonucu elde edilen 530 bp’lik
PCR dirlinii. M: Markér Gene Ruler 100 bp
DNA ladder (Thermo Scientific)
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Sekil 2. Alternaria burnsii ve farkli Alternaria seksiyonlarimi temsil eden tiirlerin rDNA-ITS bélgesindeki sekans

farkliliklarin1 gosteren UPGMA dendogrami

4. Sonug

Ulkemiz kimyon ekim alanlarinda gériilen en énemli
hastaliklardan birisi Alternaria burnsii’nin neden
oldugu kimyon yamikligidir. Diger bitki patojenlerinde
oldugu gibi bu hastalik etmeninin morfolojik, kiiltiirel
ve genetik 6zelliklerinin bilinmesi etmene karst etkili
miicadele yontemlerinin gelistirilebilmesi ve {iriin
kayiplarinin engellenmesi agisindan olduk¢a Onem
tasimaktadir. Ulkemizde bu patojen ile ilgili cok fazla
calisma bulunmamakta ve bu sebeple patojenin
biyolojisi ve miicadelesi ile ilgili caligmalara ihtiyag
duyulmaktadir. Bu eksiklikleri gidermek amaciyla
yapilan bu ¢alismadan elde edilen sonuglar A. burnsii
izolatlarinin gelisimi igin en uygun ortamin V88 ortami
oldugunu, optimum gelismenin 25°C de saglandigi ve
izolatlarin  degisken inkubasyon kosullar1 altinda

tutulmasinin konidiofor ve konidi olusumunun tesvik
edilmesi agindan 6nemli oldugunu goéstermistir. Ayrica
izolatlar arasinda konidi ozellikleri ve gelisme hizlar
bakimindan onemli farkliliklarin bulundugu
goriilmistiir. A. burnsii izolatlarin ITS bolgesinin
sekans analizinde ise izolatlarin genetik olarak benzer
oldugu, bununla birlikte diger Alternaria tiirlerinden
oldukea farkli olduklari goriilmistir. Farkli Alternaria
tiir gruplart ile patojen izolatlar1 arasindaki genetik
farkliligin bu fungus tiirtiniin tespit edilmesinde PCR’ a
dayali hizli tan1 ve tespit yontemlerinin gelistirilmesinde
oldukca faydali olacagi diisiiniilmektedir. Bu patojen
icin uygun gelisme kosullarimin belirlenmesinin ve
genetik karakterizasyonun yapilmasinin bu hastalik
etmeni ile yapilacak diger caligmalarda arastiricilara
faydali olacag diigiiniilmektedir.
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