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This research was conducted between 2012 and 2014 in order to determine
the fungal causal agents in bean seeds collected from bean cultivation areas
in Zonguldak, Bartin and Karabuk provinces in the Western Black Sea Region.
Seed samples were collected from greenhouses in the surveyed provinces. After
isolation of fungi from these seeds, isolates were identified by morphological and

molecular techniques. In the result of the study, plant pathogenic fungal species,
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Pseudocercospora griseola (53%), Stemphylium vesicarium (14.5%), Fusarium

oxysporum (6.5%), Fusarium solani (5.25%), Stemphylium globuliferum (4.5%),

Stemphylium herbarum (tel: Pleospora herbarum) (2%), Fusarium sambucinum
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from seed samples.

(1%), Trichothecium roseum (0.75%) ve Paecilomyces sp. (2.5%), were obtained

GIRIS

Yemeklik tane baklagiller, diinya iizerinde MO 5000 yilindan
beri tarmmi yapilan ve insan beslenmesinin énemli bir
boliimiini olusturan en 6nemli besinlerimizdendir. Fasulye,
biitin baklagiller i¢inde en ¢ok tiiketilen sebzelerden
birisidir. Baklagiller familyasinin Phaseolus cinsine bagh
olup, Orta Amerika kokenli bir bitki tiirtidiir. Taze baklalar1
konserve, dondurulmus gida, kurutularak ve sofralik
olarak kullanilmaktadir. Kuru fasulye yemeginin geleneksel
mutfak kiltiirtiniin bir pargasi olmasi, fasulyenin Tiirkiye
i¢in ne kadar 6nemli bir bitki oldugunun gostergesidir.
Fasulye, tilkemizde tiim cografik bolgelerde yaygin olarak
yetistiriciligi yapilan bir sebzedir. Baklagillerden alinan
bitkisel proteinlerin ve karbonhidratlarin, hem insan hem de
hayvan beslenmesinde biiyiik 6nemi vardir. Baklagiller, tarla
bitkileri yetistiriciliginde, ekim alani ve tiretim bakimindan
tahillardan sonra gelen tane iiriiniidiir. Baklagiller i¢erisinde
fasulye, diinyada 126 iilkede en fazla ekim alanina sahip bir
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tirtindiir. Daha gok Asya ve Amerika kitalarinda bulunan
fasulye ekim alanlari, 1980-2000 yillar1 arasinda 25 milyon
ha diizeyinde iken; son 10 yilda %12 artis gostererek 29
milyon hektara ulasmistir (Anonim 2017).

Diinyada 2018 yilinda fasulye iiretimi bir énceki yila gore
%6.6 azalisla 21.3 milyon ton, nohut tiretimi %5.6 artisla 14.8
milyon ton, mercimek {iretimi ise %4.9 azalisla 5.8 milyon
ton olmustur. Ulkemizde kuru fasulye iiretiminde; Konya,
Nigde ve Karaman illeri 6n plana ¢ikmakta olup, tiretimin
yaklagik %7071 I¢ Anadolu Bélgesinde yapilmaktadir (TUIK
2018)

Ulkemizde son vyillarda yaganan fasulye iiretimindeki
azalmalar genellikle ekim alanlarindaki azalmalara bagh
olarak ortaya ¢ikmustir. Ekim alanlarindaki azalmalar,
ozellikle tretim girdilerinin yiiksek olmasi, treticinin

driiniine tatmin edici dizeyde gelir elde edememesi,



Bitki Koruma Biilteni / Plant Protection Bulletin, 2020, 60 (4) : 75-84

ithalatc1 tlkelerin kalite isteklerine uygun standart irilikte
tiriin yetistirilmemesi, makineli tarimin yaygin olmayisi,
sertifikali tohum kullanimimin olduk¢a vyetersiz olusu,
yetistirme tekniginin tam olarak uygulanmamasi, hastalik
ve zararhlarla yeterli diizeyde miicadele yapilmayisi gibi
nedenlerden kaynaklanmaktadir. 2012-2018 yillar1 arasinda
tilkemizde fasulye ekilis alanlarinda yasanan azalmaya
ragmen tretim ve verimde azda olsa artiglar gozlenmistir.
Bakliyat sektoriinde yasanan fiyat istikrarsizigi nedeniyle
daralan ekim alanlari TMO tarafindan saglanan fiyat
garantisi ile son yillarda T.C. Tarim ve Orman Bakanligi
tarafindan bakliyata verilen prim ve diger desteklerdeki
artigla birlikte yeniden cazip hale getirilerek bakliyat ekim
alanlarinda ve iretimde artig saglanmistir (Anonim 2019).
Ulkemizde yillara gore fasulye ekilis, siretim, verim ve

kullanim miktarlarindaki degisimler Cizelge 1de verilmistir.

Cizelge 1. Ulkemizde yillara gore fasulye ekilis, iiretim ve
verimleri (Anonim 2019)

Ekilen Alan  Uretim Verim (Kg/ Kullanim

Yillar (Ha) (Ton) Da) (Ton)

2012 93.174 200.000 215 237.817
2013 84.691 195.000 230 245.636
2014 91.110 215.000 236 246.679
2015 93.584 235.000 251 281.435
2016 89.820 235.000 235 284.008
2017 89.679 239.000 267 285.785
2018 84.786 220.000 259 280.000%

Kaynak: TUIK*TMO Tahminidir.

Diinyada fasulye bitkisinin ekimini ve verimini sinirlayan
bircok biyotik ve abiyotik faktér bulunmaktadir. Bu
faktorlerden birisi funguslar ve fungus benzeri toprak
kokenli patojenlerdir. Diinyada ve {iilkemizde fasulye
tretimindeki en 6nemli sorunlardan biri tohum kaynakl
fungal patojenlerdir. Bunlardan Fusarium spp., Rhizoctonia
solani Kihn., Pythium ultimum Trow, Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goidanich, Sclerotinia sclerotiorum (Lib.)
de Bary ve Sclerotium rolfsii Sacc. fasulyede ¢okerten, kok
curtklagi ve solgunluk, komiir ¢rikligi, beyaz ¢iirtklik
ve giiney yanikligi gibi hastaliklara neden olmaktadirlar
(Erper et al. 2008, Vural and Soylu 2012).

Hem taze hem de kuru olarak yetistirilen fasulye bitkisinde
pek ¢ok fungusun tohum kaynakli oldugu bilinmektedir.
Tiirkiyede fasulyede yiiriitiilen bazi galismalarda, hastalikli
fasulye tohumlarinda Isariopsis griseola, Colletotrichium
lindemuthianum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani,
Fusarium acuminatum, Fusarium culmorum, Fusarium
equiseti, Fusarium redolens, Fusarium sambucinum, Fusarium
semitectum ve Macrophomina phaseoli gibi fungal hastalik
etmenleri tespit edilmistir (Gobelez 1956, Maden and fren

1984, Temiz and Fesli 1974). Ayrica fasulyede, tohum kaynakli
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patojenlerin iiriinde 6nemli verim ve kalite kayiplarina sebep
olabilecegi de bildirilmektedir (Maden and iren 1984). Fasulye
tohumlarindaki patojenlerin biyokimyasal degisikliklere,
¢imlenmede azalmaya, tohumlarda aguhk kaybina,
mikotoksin olusumuna, tohum renginde farklilasmaya sebep

oldugu bildirilmistir (Weidenborner and Hindorf 1989).

Ayrica Bati Karadeniz Bolgesi Zonguldak, Bartin ve
Karabiik illerinde fasulyede vyiiriitillen bazi ¢aligmalarda
da fasulyede tohumla taginan en o6nemli hastaliklardan
birinin Pseudocercospora griseolanin neden oldugu Koseli
yaprak lekesi hastaligi oldugu bildirilmistir (Canpolat and
Maden 2020, Ozan 2009, Ozan and Maden 2010). Koseli
yaprak lekesi hastaliginin en 6nemli inokulum kaynaginin
ise hastalikli tohumlar ile hastalikli bitki artiklar1 oldugu
belirtilmistir (Canpolat and Maden 2017a, 2020, Ozan and
Maden 2010, 2014).

Nikaragua'da fasulye tiretimi yapilan 4 ana tiretim alanindaki
4 depoda siirveyler vyiritilmis, ornekler almmis ve
izolasyonlar yapilarak 133 fungal etmen bulunmustur.
Fusarium spp. (E chlamydosporum, F. equiseti, F. incarnatum),
Lasiodiplodia theobromae, M. phaseolina ve Penicillium
citrinum tohumdabulunan en zararli ve yaygin tiirler olmustur.
Bu fungal etmenler hem morfolojik hem de molekiiler olarak
tanimlanmistir (Marcenaro and Valkonen 2016). Hirvatistan
Cumbhuriyetinde fasulye tohumlarindaki tohum kaynakl
fungal etmenleri ve bunlarin okratoksin A (OTA) tiretimi ile
iliskisini tanimlamak i¢in tasarlanan ¢alismada, izole edilen
en yaygin fungal etmen Cladosporium spp. (%98) olmustur.
Bunu Alternaria spp. (%75), Aspergillus spp. (%73), Rhizopus
spp. (%73), Penicillium spp. (%69), Fusarium spp. (%38),
Botrytis spp. (%27), Trichothecium spp. (%24) ve Chaetomium
spp. (%18) izlemistir (Domijan et al. 2005).

Etiyopyada fasulye tohumlarindaki fungal patojenlerin
aragtirlldi1 ¢alismada C. lindemuthianum, Phaeoisariopsis
griseolave Ascochyta phaseolorum’un fasulye tohumlarindaki
en yaygin ve zararli tohum kaynakli fungal patojenler oldugu
tespit edilmistir (Yesuf and Sangchote 2005). Yine Misir'da
fasulyede tohum kaynakli fungal etmenleri belirlemek igin
yuritilen 2 farkli ¢alisma sonunda Aspergillus flavus (As.
flavus), Aspergillus niger (As. niger), Aspergillus ochraceus
(As.

Penicillium italicum (Pe. italicum), Alternaria alternata (AL

ochraceus), Penicillium digitatum (Pe. digitatum),

alternata), Botrytis faba, Sefalosporium sp., Cladosporium
cladosporioides (CI. cladosporioides), Epicoccum nigrum, F.
oxysporum, F. semitectum, F. solani, Fusarium verticillioides,
R. solani, Rhizopus stolonifer (Rh. stolonifer), Stemphylium
globuliferum (St.  globuliferum), Trichothecium roseum
(T roseum), Verticillium dahliae, Helminthosporium sp.,
Penicillium spp. fungal etmenleri tespit edilmistir (Elwakil

et al. 2009, Sabry et al. 2013).
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Bu ¢aliymanin amaci, Bati Karadeniz Bolgesinin Zonguldak,
Bartin ve Karabiik illerinde fasulye ekilis alanlarndan
toplanan fasulye tohumlarinda zarar olusturan hastalik
etmenlerinin belirlenmesidir.

MATERYAL VE METOT
Tohum enfeksiyon oraninin belirlenmesi

Zonguldak, Bartin ve Karabiik illerinde yapilan siirveyler
sirasinda kullanilan yerel fasulye genotipleri belirlenerek,
bu genotiplerin her birinden 250 g tohum 6rnegi alinmustir.
Daha sonra fungal enfeksiyon oranlarini belirlemek igin
tohumlar, laboratuvar kosullarinda hem stereomikroskop
altinda hem de makroskobik olarak incelenmistir. Tohumlar
belirti sekillerine gére gruplandirilip (Sekil 1), WA (Su Agari),
PDA (Patates Dekstroz Agar), SNA (Sentetik Nutrient Agar),
MEA (Malt Ekstrakt Agar), V-8 agar (V-8 sebze suyu agar)
besi ortamlarina ve nemli hiicreye (Blotter) ekimleri yapilarak

tohumda hastalik etmeninin varlig1 aragtirilmigtir.

Sekil 1. Farkli lezyon tiplerine gore gruplandirilan tohumlar

Tohum enfeksiyon oranlarini belirlemek igin hastaligin
gorilldiigli  seralardan hastalikli baklalar toplanmis ve
laboratuvara getirilerek tohumlar1 ¢ikarilmigtir. Perikarp
farkli
gruplandirilarak her belirti grubundan 400 adet tohum olacak

tizerinde yerlerde lezyonlara sahip tohumlar
sekilde 2-5 hafta siire ile laboratuvar kosullarinda kurutulup
depolanmustir. Daha sonra tohumlar, %1'lik NaOCIde 3
dk yiizeysel dezenfeksiyona tabi tutularak iki seri saf sudan
gecirilip steril kurutma kagitlar1 tizerinde kurutulmustur.
450 x 350 mm boyutundaki steril kurutma kagitlari, birkag

kat olacak sekilde tist tiste yerlestirilmis ve steril saf su ile
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nemlendirilmistir. Hastalik belirtisi gosteren tohumlar, bu
kagitlarin arasina koyulup rulo seklinde sarilmis ve 20 °C
sicaklikta inkiibasyona brrakilmustir ($ekil 2). Kontrolde ise
perikarp tizerinde hicbir hastalik belirtisi olmayan tohumlar,
ayn1 sekilde nemlendirilmis kurutma kagitlari arasinda isleme
tabi tutulmugtur. Inkiibasyondan 7-14 giin sonra tohumlar,

olasi fungal hastalik etmenleri yoniinden degerlendirilmistir
(ISTA 1996, Sengooba and Mukiibi 1986).

Sekil 2. Steril kurutma kégitlar: arasinda 7-14 giin boyunca
inkiibasyona birakilan fasulye tohumlar1

Ayrica depolanan  Seker Barbunya ¢esidi
tohumlarindan 400 adedi, EPPO tarafindan

onerilen prosediire gore fungal enfeksiyon agisindan

Ayse ve
fasulye

degerlendirilmistir. Bu amagla 400 x 340 mm boyutundaki
steril kurutma kagitlari, birkag kat olacak sekilde st iiste
Tohumluk Tescil ve Sertifikasyon Miidirliigi'nden temin
edilen tohum test kaplarma koyulmus ve steril saf su ile
nemlendirilmistir. Tohumlar kagitlarin arasina koyulup rulo
seklinde sarilmis ve 20°C sicaklikta karanlikta 48 s siireyle
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra tohumlar, i¢inde %1’lik
MEA besi ortami bulunan petri kaplarina aktarilmis ve 20-
24°C sicaklikta 7-14 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir
(Sekil 3). Kontrol olarak tohum kabugu tizerinde hicbir
hastalik belirtisi olmayan saglikli tohumlar kullanilmugtir.
Ayni sekilde nemlendirilmis kurutma kagitlar1 arasinda
tohumlar inkiibasyona birakilmis sonra alinip %1'lik MEA
besi ortam1 bulunan petrilere ekilmistir. Inkiibasyondan 7-14
glin sonra tohumlar, olasi fungal hastalik etmenleri yéniinden
degerlendirilmistir (EPPO 1991).

Sekil 3. MEA besi ortaminda inkiibasyona birakilan
Barbunya ve Seker Ayse tohumlari
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Petri kaplarinda gelisen farkli fungal kiiltiirler, PDA, SNA,
V-8 agar ve MEA besi ortamlarina aktarilarak 24°C'de
inkiibasyona birakilmistir. 7-10 giinliik inkiibasyondan
sonra petrilerdeki gelismeler kontrol edilmistir.

Gelisen fungal kiiltiirlerin tani iglemleri, hem morfolojik
hem de
Fungal tirlerin morfolojik karakterizasyonu giincel tani

molekiiler yontemlerle gerceklestirilmistir.
referanslar tarafindan 6nerilen kriterlere gore yapilmistir
(Booth 1971, Crous et al. 2006, Nelson et al. 1983,
Simmons 1969, 1985, Summerbell et al. 2011). Fungal
tiirlerin molekiiler tanisi igin besi ortaminda gelistirilen
etmenlerin misellerinden 250 mg alinarak sivi azot
igine koyulmus, dondurulup muamele edildikten sonra
DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN Inc. Valencia, CA)
kullanilarak fungal izolatlardan DNA ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmistir. Izole edilen DNAnin funguslarin farkl
korunmus boélgelerine ait ITS1 ve ITS4 genel primerleri
kullanilarak PCR amplifikasyonu gerceklestirilmis ve DNA
sekanslar1 GENOKS (Ankara) firmasma yaptirilmigtir.
Pseudocercospora griseola (Ps. griseola) igin ise ITS, Actin
ve Calmodulin gen bélgeleri kullanilmigtir. PCR karigimi
toplamda 50 pl olacak sekilde hazirlanmis ve PCRda
kullanilmigtir. Uygulanan PCR déngii programi asagida

belirtilmigtir;
1. 93°Cde 2 dKu.oueeeeecccccecceene 1 dongii
2.92°Cde 2 dKu.vveeecrerrereeecre e 40 dongii

3. Primerin uygulanan yapigma sicakligr 1 dk........ 40 dongii
4.72°C°de 2 Ko 40 dongii

5.72°Cde 10 dKu.ueuereeieiiiceiecreiceeeeeenes 1 dongii

Ps. griseolanin PCR dongiisii
96°C> 5 dk 6n denatiirasyon

96°C> 30 sn DNAnm ift

(denatiirasyon)

iplik¢iginin  ayrilmasi

55°C- 30 sn primer baglanmasi (annealing)
72°C~ 90 sn yeni iplik¢igin yazilimi (extension)
72°C- 7 dk son yazilim

Elde edilen PCR iirtinleri, %1.5’luk agaroz jele yiiklenmis
1X TBE (40 mM Tris-borate, 1 mM EDTA, pH 8.0) buffer
igerisinde 100 voltta elektroforez islemine tabi tutulmus
ve gorlntiilenmigtir. Ayrica ITS1 ve ITS4 primerleri
kullanilarak elde edilen PCR iiriinleri DNA niikleotid dizileri,
NCBI (National Center for Biotechnology Information)
BLAST veri tabanindaki kayitli DNA niikleotid dizileri ile

karsilastirilarak en yiiksek olasilikls tiire karar verilmistir.
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SONUCLAR
Tohumla tasiman fungal etmenler ve bulunma oranlar
Klasik yontemlerle belirlenen etmenler

Zonguldak, Bartin ve Karabiik illerinde yiiratiilen siirveyler
sirasinda  yetistiriciligi yapilan yerel genotipler, Seker
Ayse ve Barbunya olarak tespit edilmistir. Bu genotiplerin
tohumlarindaki fungal enfeksiyon oranlarini belirlemek i¢in
EPPO prosediiriine gore incelenen 400 tohumun %53’tinde

Fusarium sambucinum

Sekil 4. Tohumlardan izole edilen etmenlerin besi
ortamindaki koloni gelisimleri
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Ps. griseola, %14.5’inde Stemphylium vesicarium (St.
vesicarium), %6.5’inde E oxysporum, %5.25’inde F solani,
%4.5’inde St. globuliferum, %2’sinde Stemphylium herbarum
(St. herbarum), %1’inde E sambucinum, %0.75’inde T
roseum ve %2.5’inde ise Paecilomyces sp. tespit edilmistir
(Sekil 4). Ayrica tohum kabugunda ve hilumda lezyon
goriilen fasulye tohumlarindan, koseli yaprak lekesi etmeni
Ps. griseola izole edilmistir. Izole edilen fungal etmenlerin
morfolojik teshisleri Prof. Dr. Salih MADEN tarafindan
yapilmustir.

Tohum enfeksiyon oranlarini belirlemek i¢in ISTA (1996) ve
Sengooba and Mukiibi (1986)'ye gore 400 tohum, Ps. griseola
varlig1 agisindan analiz edilmis ve bunlarin 164'tiinde Ps.

griseola (%41) tespit edilmistir.
Molekiiler olarak tanimlanan fungal tiirler

Tohumlardan izole edilen fungal etmenlerden DNA
ekstraksiyonu yapilmis ve PCR iiriinlerinin amplifikasyonu
sonucunda, ITS igin 500-560 bp biyiikligiinde DNA
bantlar: elde edilmistir (Sekil 5). PCR iiriinlerinin niikleotid
dizi analizleri sonucu, NCBI BLAST veri tabaninda kayith
diziler ile karsilastirilmis, %99-%100 arasinda benzerlik
gostermistir. Bu izolatlar St. vesicarium (%100), E
oxysporum (%99), E solani (%99), St. globuliferum (%100),
Pleospora herbarum (%99), E. sambucinum (%99), T. roseum
(%100) olarak tanilanmis olup, morfolojik tan1 sonuglarini
dogrulamustir. Ps. griseola i¢in ITS 500-560 bp, Calmodulin
300-350 bp ve Actin 200-300 bp biiyiikliigiinde DNA
bantlar1 elde edilmigtir. PCR tirtinlerinin niikleotid dizi
analizleri sonucu NCBI BLAST veri tabaninda kayith diziler
ile kargilastirilmis ve %100 benzerlik gostermistir.

TARTISMA VE KANI

Bat1 Karadeniz Bolgesinin Zonguldak, Bartin ve Karabiik
illerinde 2012-2014 yillar: arasinda fasulye ekilis alanlarinda
stirvey c¢aligmalar yiriitilmis olup, bu illerden toplanan
hastalikli fasulye tohumlarinda zarar olusturan fungal
hastalik etmenleri belirlenmistir. Bu ¢alismada fasulye
tohumlarinda hem Ps. griseola’nin varligi hem de tohum
kaynakli fungal hastalik etmenlerinin varlig1 arastirilmistir.
Bu amagla Koseli yaprak lekesi hastaligi agisindan tohum
enfeksiyon oranini belirlemek icin yapilan testlerde
kullanilan tohumlar, hastalik siddetinin yiiksek seyrettigi
seralardaki enfekteli baklalardan alinmasina ragmen lekeli
tohumlarin hepsinden Ps. griseola elde edilememistir.
Dhingra and Kushalappa (1980), Saettler and Correa (1988)
tarafindan yapilan calismalarda da siddetli enfeksiyonlu
baklalardan alinan tohumlarda enfeksiyon orant %9
bulunmustur. Ayrica tohum enfeksiyonunu sadece tohum
kabugunun birlesme noktasina yerlesen lezyonlardan tespit
ettikleri igin tohum enfeksiyonunun hilum (tohum gébegi,
tohum kabugunun tohuma baglandigi yer) boyunca yer
alabilecegini bildirmislerdir (Dhingra and Kushalappa 1980,
Sengooba and Mukiibi 1986).

Dhingra and Kushalappa (1980) tarafindan Koseli yaprak
lekesi etmeninin sebep oldugu tohum enfeksiyonu ve
hastalik siddeti arasindaki iligki aragtirilmigtir. Fasulyede
Ps. griseola'nin baklada %8-17.9 hastalik siddetine sebep
oldugu ancak %31-63.8 oraninda Koseli yaprak lekesi
hastaliginin ¢iktig bildirilmigtir. Ps. griseolanin neden
oldugu tohum enfeksiyonu agisindan bakla enfeksiyon
orani %1-50 arasinda degisen 5 fasulye ¢esidinin tohumlari
testlenmistir. Koseli yaprak lekesi hastalik etmeni Ps.

Sekil 5. ITS primerleri kullanilarak yapilan PCR ¢ogaltim {riinlerinin agaroz jel gortntiisit M:100 bp DNA ladder, ITS (500-
550 bp). Stemphylium vesicarium (2), Stemphylium globuliferum (3), Paecilomyces sp. (4), Stemphylium herbarum (5), Fusarium
sambucinum (7), Trichothecium roseum (10), Pseudocercospora griseola (13,14), Fusarium oxysporum (15) ve Fusarium solani (16)
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griseola agisindan testlenen 3832 fasulye tohumundan
yalnizca 72'sinde hastalik etmeni (%1.87) bulunabilmistir.
Tohum ftizerindeki enfeksiyon orani ile baklalardaki
hastalik siddeti arasinda bir korelasyon bulunamamustir.
hilumda

ve sadece sutur Uzerindeki lekelerin altinda etmenin

Tohum enfeksiyonunun Oncelikle oldugu
yerlestigini bildirmislerdir. Mevcut ¢alismada da hem
EPPO (1991) hem de ISTA (1996)a gore testlenen 400
tohumdan sirasiyla Ps. griseola %53 ve %41 oranlarinda
tespit edilmistir. Ayrica bu ¢alismada da Koseli yaprak
lekesi hastalig1 etmeni Ps. griseola hem tohum kabugunda
hem de hilumda lezyon goriilen fasulye tohumlarindan
izole edilmis olup baklalardan etmenin izolasyonu ile ilgili

herhangi bir ¢alisma yapilmamigtir.

Hastalikli tohumlarin tohum kabugunda renk farkliligi
oldugu Orozco-Sarria et al. (1959) tarafindan tespit
edilmis olup, yiriitilen bu ¢aliymada da Ps. griseola'nin
tohum kabugunda renk degisimlerine neden oldugu tespit
edilmistir. Saettler and Correa (1988) tarafindan yiiriitiilen
bagka bir ¢aligmada ise koseli yaprak lekesi etmeninin 1982
yilinda %40, 1983 yilinda ise %10 oranlarinda tohumla
tagindigy bildirilmis olup, tohum iizerinde hastalik yerinin
cesitlere gore degistigi bildirilmistir. Enfeksiyon yerinin
farklihk gosterdigi ve bazi gesitlerde hilumda, digerlerinde
ise hem hilum hem de tohum kabugunda gozlendigi tespit

edilmistir.

Inokulum kaynaklarinin belirlenebilmesi igin enfekteli
bitki
kurularak yapilan c¢aliymada; denenen metotlarmn her

tohumlarla ve enfekteli artiklar1 ile denemeler
ikisinde de saksilardaki fasulye bitkilerinin tamaminda
hastalik ¢ikist gozlendigi bildirilmistir. Tiim bitkilerde
hastalik etmeni siddetli enfeksiyonlara neden olmus,
etmen fasulye yapraklarinda genellikle yaprak damarlariyla
sinurli kahverengi koseli lekelere neden olmustur. Yaprak
lekelerinin zamanla birleserek yapragi tamamen kapladigi,
yapraklarda kurumalara ve dokiilmelere neden oldugu tespit
edilmistir (Canpolat and Maden 2017a, 2017b). Yiiriitiilen
¢alisma sonuglarina gore hastalik etmeninin, ¢alismanin
yapildig1 bolgede iki tane 6nemli inokulum kaynagi oldugu
tespit edilmistir. Bu inokulum kaynaklarindan birinin
hastalikli tohumlar, digerinin de hastalikli bitki artiklar:
oldugu bildirilmistir. Yine farkli aragtiricilar tarafindan
yuritilen iki ¢aliymada da bitki artiklar1 ve enfekteli
tohumlarin hastalik etmenin inokulum kaynaklar1 olduklar1
bildirilmistir (Frison et al. 1990, Saettler and Correa
1988). Ayrica CABI/EPPO (1997)'da tohum, hastalikli
bitki artiklar1 ve kendi gelen bitkilerin etmenin inokulum
kaynaklari oldugu bildirilmektedir.

EPPO prosediiriine gore yapilan testlerde Ps. griseola 400
tohumda %53, ISTA (1996) ve Sengooba and Mukiibi
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(1986)'ye gore yapilan testlerde ise %41 oraninda tespit
edilmigtir. EPPO ve ISTA metotlar1 etmenin tohumdan
tespitinde kullanilabilecek en uygun metotlardir. Etmen
EPPO metodunda tohumdan besi ortamina aktarilarak,
ISTA metodunda ise tohum {izerindeki gelismelerden
preparat yapilarak teshis edilmistir. EPPO metodunda etmen
ISTA'ya gore daha yiiksek oranda elde edilebilmistir. Ayrica
fasulye tohumlardan izole edilen diger etmenlerin DNA
ekstraksiyonu yapilmis, ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak
PCR islemi yiriitilmis ve ITS igin 500-560 bpde bantlar
elde edilmigtir. PCR fdriinlerinin DNA dizileri NCBIda
bulunan diziler ile karsilastirilmigtir. Elde edilen izolatlar
GenBank'ta kayith izolatlar ile %99-100 arasinda benzerlik
gostermistir. Bu izolatlar St. vesicarium, F. oxysporum, E
solani, St. globuliferum, P. herbarum, F sambucinum, T.
roseum'dur. Maden and Iren (1984), tarafindan yapilan
fasulyede tohumla taginan etmenlerin belirlendigi calismada
da fasulye tohumlarindan Stemphylium botryosum, F.
oxysporum, F. solani, E. sambucinum ve T. roseum’un izole
edildigi bildirilmistir.

Gobelez (1956) tarafindan Orta Anadolu Bolgesinde
fasulye tohumlarinda bulunan etmenleri belirleyebilmek
icin yapilan ¢alismada Isariopsis griseola, Gleosporium
lindemuthianum (C. lindemuthianum) ve Dothiorella
phaseoli (M. phaseolina)
¢alismamizda benzer olarak fasulye tohumlarinda sadece

saptanmis olup, mevcut

Ps. griseola tespit edilmistir.

Demirci ve Caglar (1998) tarafindan 1995 yilinda Erzurum
ilinin d6rt farkliil¢esinden 57 adet fasulye tohumu toplanmus
ve laboratuvara getirilerek incelenmistir. Tohumlarda
goriilen funguslar besiyerine ekilerek izolasyonlar ve teshisler
yapimistir. Incelemeler sonucunda, tohum 6rneklerinde
18 fungus belirlenmistir. Incelenen tohum orneklerinin,
%50.9'unun A. alternata, %47.4'untn Aspergillus spp.,
%3.5'inin Botrytis cinerea, %63.2'sinin Cladosporium spp.,
%10.5'inin C. lindemuthianum, %1.8'inin E acuminatum,
%50.9'unun E equiseti, %3.5'inin Fusarium proliferatum,
%1.8'inin F  verticillioides, %91.2'sinin Penicillium spp.,
%1.8'inin Phoma glomerata, %1.8'inin Phoma medicaginis,
%12.3'inin  R. solani, %96.5'inin Rhizopus stolonifer,
%7.0'sinin Stemphylium botryosum, %5.3'iniin Trichoderma
spp., %5.3'uniin T. roseum ve %5.3"iniin Ulocladium atrum
ile bulasik oldugu saptanmis olup, mevcut ¢aliygmamizda
bu patojenlerle benzer olarak T. roseum, farkli olarak da
Fusarium ve Stemphylium cinslerine ait S. globuliferum,
S. vesicarium, F. oxysporum, E solani, P. herbarum ve E

sambucinum bulunmustur.

Hirvatistan Cumbhuriyeti'nin 13 ilinde yetistirilen fasulye
(P vulgaris L.) tohumlarindaki tohum kaynakli fungal
etmenleri ve bunlarin okratoksin A (OTA) turetimi ile
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iligkisini tanimlamak icin tasarlanan ¢aligmada, izole edilen
en yaygin fungal etmen Cladosporium spp. (%98) olmustur.
Bunu Alternaria spp. (%75), Aspergillus spp. (%73),
Rhizopus spp. (%73), Penicillium spp. (%69), Fusarium spp.
(%38), Botrytis spp. (%27), Trichothecium spp. (%24) ve
Chaetomium spp. (%18) izlemistir (Domijan et al. 2005).
Yaptigimiz bu ¢aligmada ise testlenen fasulye tohumlarindan
E oxysporum %6.5, E solani %5.25 ve T. roseum ise %0.75

oraninda izole edilmistir.

Etiyopyada fasulye yetistirme alanlarindan toplam 245
tohum oOrnegi toplanmustir. Etiyopya'nin 6nemli fasulye
yetistirme bolgelerinden toplanan tohum 6rneklerinden
farkli
tanimlanmustir. C. lindemuthianum, Ps. griseola ve A.

cinsten 13 tohum kaynakli fungal patojen
phaseolorum’un fasulye tohumlarindaki en yaygin ve zararh
tohum kaynakli fungal patojenler oldugu tespit edilmistir
(Yesuf and Sangchote 2005). Yapilan mevcut ¢aliymada da
Ps. griseola fasulye tohumlarindan izole edilen en yaygin

hastalik etmeni olmustur.

Misir'in farkli yerlerinden toplanan 6 adet bakla ¢esidine
ait 26 tohum 6rnegi incelenmis ve tohum kaynakli fungal
etmenleri belirlemek i¢in izolasyonlar yapilmistir. Calisma
sonunda 13 cinse ait 20 fungal tiir tanimlanmistir. Bunlar
A. flavus, A. niger, A. ochraceus, P. digitatum, P. italicum,
A. alternata, B. faba, Sefalosporium sp., C. cladosporioides,
E. nigrum, E oxysporum, F. semitectum, F. solani, F.
verticillioides, R. solani, R. stolonifer, S. globuliferum, T.
roseum, Verticillium dahliae’ dir (Elwakil et al. 2009).
Ydrittigimiiz ¢alismada da E oxysporum, E solani, S.
globuliferum ve T. roseum etmenleri fasulye tohumlarindan

izole edilmistir.

Chen et al. (2013) C. lindemuthianum'un neden oldugu
Fasulye antraknozu hastaliginin, fasulyenin (P vulgaris)
en 6nemli tohum kaynakli hastalig1 oldugunu bildirmistir.
Fasulye tohumlarinda C. lindemuthianum'un saptanmasi
i¢in real-time PCR bazli bir teshis metodu gelistirebilmek
icin ¢alismalar yuritilmis ve real-time PCR testinin,
Fasulye antraknozu etmeninin saptanmasi igin geleneksel
testlerden veya diger PCR prosediirlerinden daha duyarli
oldugu bildirilmistir. Yiiriitiilen mevcut caligmada ise fasulye
tohumlarindan yapilan izolasyonlarda C. lindemuthianum’a

rastlanmamigtir.

Liamngee Kator et al. (2016) tarafindan Nijerya Makurdi'de
yapilan ¢alismada pazarlardan toplanan fasulye (P. vulgaris)
tohumlarinda tohum kaynakli funguslarin izolasyonu ve
teshisleri yapilmustir. Fasulye orneklerinden A. niger, A.
flavus, . oxysporum ve Botryodiplodia theobromae olmak
tizere toplam dort fungus izole edilmistir. Bu ¢alismayla

benzer olarak mevcut ¢aligmada da fasulye tohumlarindan
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E oxysporum izole edilmistir.

Kolombiyada Parsa et al. (2016) tarafindan 11 adet
Kolombiya fasulye ¢esidine (P. vulgaris) ait 582 fasulye
tohumunda fungal endofit aragtirmasi gergeklestirilmistir.
Arastirmada, ITS primerleri ile yapilan DNA sekans
analizine gore 42 taksona ait 394 endofitik izolat tespit
edilmistir. Tohum o6rneklerinden izole edilen en baskin
endofit %46.7 oraniyla Aureobasidium pullulans olmustur. F.
oxysporum %13.4, Xylaria sp. %11.7 ve C. cladosporioidesde
%7.6 oraninda bulunmugtur. Yiiritilen mevcut ¢aligmada
da 400 adet fasulye tohumunun %6.5'inde F. oxysporum
tespit edilmistir.

Marcenaro and Valkonen (2016) Nikaragua'da fasulye
tretimi yapilan 4 ana {iretim alanindaki 4 depoda siirveyler
yurttmiis, 6rnekler almis ve izolasyonlar yaparak 133 fungal
etmen bulmuslardir. Bulunan 87 izolatin fidelerde, renk
degisikligi, nekrotik lezyonlar, kanserler, ¢irtikliikler ve
olimciil nekrozlar gibi siddetli hastalik belirtilerine neden
oldugu bildirilmistir. Patojenik izolatlar besi ortamindaki
karakteristik gelismelerine ve morfolojik 6zelliklerine
dayanarak fenotipik olarak ayirt edilebilir sekiz gruba
ayrilmus ve ITS1 ve ITS2 primerleri kullanilarak DNA sekans
analizi ile tanimlanmiglardir. Patojenik izolatlar sekiz cinse
ayrilmus olup, Fusarium spp. (E chlamydosporum, F. equiseti,
E incarnatum), L. theobromae, M. phaseolina ve Penicillium
citrinum tohumda bulunan en zararli ve yaygin tiirler
olmustur. Ayrica Corynespora cassiicola, Colletotrichum
capsisi, Colletotrichum gloeosporioides, A. flavus ve Diaporthe
sp. (Phomopsis)nin fasulyede tohumla tasindiklarini ve
patojen olduklarini tespit etmislerdir. Mevcut ¢alismada da
hastalikli fasulye tohumlarindan izole edilen fungal etmenler

hem morfolojik hem de molekiiler olarak teshis edilmislerdir.

Ekilen tohumlarin kalitesi, triiniin hastaliklara kars:
dayanikli olmasi, verim ve kalite potansiyelini tam olarak
gerceklestirme yetenegi tizerinde kritik bir etkiye sahiptir.
Yiiksek tohumkalitesistandartlarinisaglamakigin tohumun
tretimi, hasadi, islenmesi, depolanmasi ve ekimini igeren
karmasik bir teknoloji gereklidir. Bu siire¢ boyunca bitkiyi
ve tohumu, mekanik yaralanmalardan, olumsuz gevresel
kogullardan, zararlilardan ve hastaliklardan korumak
icin ¢ok dikkatli olunmasi sarttir. Tohum kalitesinin
korunmasi agisindan higbir faktor digerinden daha
onemli degildir, ancak saglikli tohum elde edebilmek i¢in
bitkilerde hastalik kontrolii mutlak gereklidir. Tohum
patolojisinin ilk aragtirmalarindan bu yana kiiresel
tohum endiistrisinde bazi 6nemli degisiklikler meydana
gelmistir. Bu degisimlerde tohum kalite programlarinda
tohumla bulasan patojenler her zaman daha biiyiik 6neme
sahip olmustur. Bunu tohum ihracati i¢in uluslararasi

bitki saglig1 sertifikalarina yonelik artan talepler izlemis,
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patojenlerin tohum ile yayilmasiyla ilgili endiseler artmus,
gelismis tohum isleme teknolojisi ve biyoteknolojinin
tohumla taginan hastaliklarin kontroliinde uygulanmasi

¢aligmalari takip etmigtir (Denis 1995).

Yapilan ¢alismalarin sonuglarina gore hastalikli fasulye
tohumlarinda Koseli yaprak lekesi etmeni Ps. griseolanin
en yaygin hastalik etmeni oldugu belirlenmis ve bu
hastalik etmeninin Zirai Miicadele Teknik Talimati ve
Standart {lag Deneme Metodu hazirlanmistir. Ayrica

fasulye tohumlarindan izole edilen fungal izolatlar ile

Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisii, Ankara
mikroorganizma kiltiir  koleksiyonuna da materyal
saglanmustir.

Yapilan bu ¢aligma sonucunda, Zonguldak, Bartin ve
Karabiik illeri fasulye diretim alanlarindan toplanan
hastalikli tohumlarda Fasulye koseli yaprak lekesi etmeni
P griseolanin en yaygin hastalik etmeni oldugu ve bu
hastalikla miicadele edilmesi gerekliligi ortaya konulmustur.
Hastalikla miicadelede kiiltiirel o6nlemler bagta olmak
tizere kimyasal ve biyolojik miicadele metotlari ile entegre
miicadele uygulanmalidir. Bundan sonraki ¢alismalarda,
fasulye tohumlarinda yaygin olarak goriilen 6nemli hastalik
etmenlerinin kimyasal miicadelesine alternatif yontemleri
gelistirmek amaciyla, biyolojik miicadele etmenlerinin
etkinliklerinin belirlenmesine yonelik bazi ¢alismalarin da

yapilmasina ihtiya¢ oldugu diistiniilmektedir.
TESEKKUR

Bu makale, Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Boliimii Anabilim Dalrnda "Bati Karadeniz
Bolgesinde Ortii Altinda Yetistirilen Fasulyelerde Koseli
Yaprak Lekesi Etmeni (Pseudocercospora griseola (Sacc.)
Crous & Braun)’nin Molekiiler Yontemler Kullanilarak
Gruplarinin  Tespiti, Inokulum Kaynaklarinin ve Baz
Fasulye Cesitlerinin Bu Etmene Kars1 Reaksiyonlarinin
Belirlenmesi" adli doktora c¢aligmasinin bir kismudir.
Bu Doktora galigmasi, T.C. Tarim ve Orman Bakanligi,
Tarimsal Aragtirmalar ve Politikalar Genel Miidirligi
tarafindan TAGEM-BS-/10/10-01/02-05 proje numarasi ile

desteklenmistir.
OZET

Bu ¢alisma Bati Karadeniz Bolgesinde Zonguldak, Bartin ve
Karabiik illerinde fasulye ekilis alanlarindan toplanan fasulye
tohumlarindagoriilenfungalhastaliketmenlerininbelirlenmesi
amaciyla 2012-2014 yillar1 arasinda ytiriitilmustiir. Tohum
ornekleri stirvey yapilan illerdeki seralardan toplanmustir. Bu
tohumlardan funguslar izole edildikten sonra, izolatlar hem
morfolojik hem de molekiiler olarak teshis edilmistir. Calisma
sonucunda tohum orneklerinden, Pseudocercospora griseola

(%53), Stemphylium vesicarium (%14.5), Fusarium oxysporum
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(%6.5), Fusarium solani (%5.25), Stemphylium globuliferum
(%4.5), Stemphylium herbarum (tel: Pleospora herbarum)
(%2), Fusarium sambucinum (%1), Trichothecium roseum
(%0.75) ve Paecilomyces sp. (%2.5) bitki patojeni fungal tirler
elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Phaseolus vulgaris, tohum, fungal
hastaliklar
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