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Amag: Bu arastirmada, soganli siis bitkilerinde en yaygin goriilen hastaliklarin basinda
gelen Fusarium solgunlugu etmeni Fusarium oxysporum’'un PCR temelli tekniklerle
tanisi gergeklestiriimistir. Boylece, rutin analizlerde séz konusu etmen igin gecerli bir
protokol hazirlanarak pratikte kullanilmasi saglanmistir.

Materyal ve Metot: Arastirmanin materyalini gicek sodanlarindan izolasyon ile tespit
edilen Fusarium oxysporum izolatlan, referans Fusarium oxysporumf. sp. tulipae izolati,
TEF1 ve FOW1 primer ciftleri olusturmaktadir. Calismada cicek soganlarindan izolasyon
neticesinde PCR calismasi icin secilen Fusarium izolatlari ve referans izolattan DNA
izolasyonlari gerceklestirilmis, geleneksel PCR, gercek zamanh (Real-Time) PCR ve
sekans yontemi ile Fusarium oxysporum varhigi teyit edilmistir.

Bulgular: Calisma bulgularina baktigimizda TEF1 primerinin 20. dongu itibari ile
reaksiyona girdigi ve F.oxysporum varliginin tespit edildigini ancak FOW1 primerinin ise
reaksiyona girmedigini gormekteyiz. Negatif kontrollerimizde herhangibir bulasma
gorilmemektedir. Sekans analizi neticesinde orneklerin Fusarium oxysporum oldugu
dogrulanmustir.

Sonug: Fusarium solgunluguna neden olan etmenlerin saptanmasinda uygulanan
mevcut tanilama ¢alismalarn yaklasik bir hafta stirmekte ve tiir bazinda teshisleri oldukga
zor olmaktadir. Ayrica, patojenisite testleri ile bu siire daha da uzamaktadir. Bu ¢alisma
ile, hem geleneksel PCR hem de Real-Time PCR yontemi ile soganli sis bitkilerinde en
yaygin gorilen hastalik olan Fusarium solgunlugu etmeni Fusarium oxysporum’un hizli
ve dogru sekilde tespiti gergeklestirilmis ve sekanslama ile yéntemin gecerliligi ortaya
konulmustur. Boylece, rutin analizlerde s6z konusu etmen icin gecerli bir protokol
hazirlanarak pratikte kullanilmasi saglanmistir. Patojenlerin saptanmasinda daha hassas,
giivenilir ve hizli olan PCR tekniklerinin kullanilmasinin blyik avantajlar saglayacag
asikardir.

ABSTRACT

Objective: In this study, diagnoses of Fusarium oxysporum which is casual agent of the
most common disease on flower bulbs Fusarium wilt have been carried out by using
PCR-based techniques. Thereby, a valid protocol is prepared for the pathogen to use in
practice.

Material ve Methods: The material of the research consists of isolates of Fusarium
oxysporum which is isolated from flower bulbs, reference isolate Fusarium oxysporumf.
sp. tulipae and TEF1 ve FOW1 primer pairs. In the study DNA isolation was carried out
with Fusarium isolates, which are isolated from flower bulbs, and reference isolate. The
presence of Fusarium oxysporum was determined by Real-Time PCR and sequencing.

Results: As a result of the study, TEF1 primer pairs amplified on the 20th cycle and
demonstrated the presence of F.oxysporum. On the other hand, FOW1 primer pairs
didn't amplified. There is no contaminaton on the negative controls. As a result of the
sequence, samples were justified that they are Fusarium.

Conclusion: Current diagnostic methods in the determination of the Fusarium wilt
have been lasting approximately for a week, and their diagnosis on the basis of species
have been difficult. Besides, this period extends because of pathogenicity. With this
study, Fusarium oxysporum which is casual agent of the most common disease on
flower bulbs Fusarium wilt, was determined in a fast and correct way by conventional
and real-time PCR and validity of the method has been pointed out with sequencing.
Thereby, a valid protocol is prepared for the pathogen to use in practice. When we
consider these reasons, preference of PCR techniques which are more sensitive, more
reliable and faster will lead advantages.
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GiRIS

Dinya Uzerinde 20. ylzyll baglarinda ©6nem
kazanmaya baslayan sus bitkileri Gretimi glinimiizde
hizli degisim gorilen bir sektor olarak nitelendirilebilir.
Kiresellesme ve bunun degisik bolgelerdeki gelire olan
etkisine bagh olarak ¢cogu ulkede kisi basina diisen sus
bitkileri tlketiminin arttigi gorilmektedir. Kalkinma
cabasi icerisinde bulunan Ulkemizde sis bitkileri
ihracatina duyulan gereksinim artmaktadir. Sis bitkileri
sektori icerisinde yeralan dogal kaynaklar icerisinde en
onemlilerinden biri olan ve ulusal ekonomideki
degerleri glin gectikce artan soganl sis bitkilerinin
gelistirilmesi ve korunmasi ise kaginilmaz bir zorunluluk
haline gelmistir (Hekimoglu ve Altindeger 2012).
Gegmisteki hatali uygulamalar nedeniyle niteligi
bozulan ve bir¢cok bolgede harap bir duruma gelmis
olan soganl sus bitkilerinin durumunun iyilestiriimesi,
korunmasi ve yeni Uretim alanlarinin  kurulmasi
gerekmektedir (Karagiizel ve ark., 2011). Bu anlamda
cicek soganlarinda ekonomik kayiplara neden olan
etmenlerin tanisi 6nem arz etmektedir. Soganl sus
bitkilerinde yaygin olarak gérilen fungal patojenler
yaniklik ve yaprak lekesi etmenleri, kdk curikligu ve
solgunluk etmenleri, soganimsi goévde ve yumruda
clrtiklik, kiilleme, pas ve siirme etmenleri olarak 6 grup
altinda toplanmaktadir (Hertog and Le Nard, 1993).
Cicek soganlarinda en yaygin goriilen fungal patojen
Fusarium oxysporum’dur (Ozer ve Soran 1989, Boyraz
ve Yasar 2005). Fusarium'un yaklasik 80 adet f.spp’in
tanimlandigi, bunlarin da kendi iclerinde degisik irklara
sahip oldugu bildirilmektedir (Turhan 2010). Straathof
et al. (1997), zambak, nergis, glayol ve lale gibi sodanli
cicekli bitkilerin pek cogu toprak kékenli bir fungus olan
Fusarium oxysporum’un tehtidi altinda oldugunu, bu
etmenle enfekteli bitkilerde sogan veriminde oldukca

dislisin yaninda, sodan ve kesme cicek ihracatinda
onemli problemler olusturdugunu bildirmislerdir.
Etmenin olusturdugu klamidosporlar inaktif formda
yillarca canli kalmakta ve kosullar uygun hale
geldiginde konukcunun genc koklerinden aldigi besin
uyarisiyla ¢cimlenmektedir. Bu sekilde tekrar aktif hale
gegen klamidosporlar dnce miselyum, sonra konidya ve
yeni klamidospor olusturmaktadir. Penetrasyon kok
dokusundan gerceklesmekte, Meloidogyne genusuna
ait nematod tirleri actiklari yaralarla penetrasyonu
kolaylastirmaktadir. Etmen, soganlarin dip kisminda
cUruklik meydana getirmekte ve ciceklenmeden 6nce
sogani soldurarak curutmektedir (Sekil 1). Bunun
sonucu olarak, dikim yapilan alanlarda bosluklar
olusmakta, boylece vyeniden dikim gindeme
geldiginden maliyet daha da artmaktadir. Yuksek
rutubet ve sicaklik depo sartlarinda uygun oldugu igin
hastaligin gelisimini tesvik etmektedir. Bu durum
yumrularin  yeniden dikilmesini  gerektirmektedir.
Hastalik yeniden dikimi gerektirecek seviyede olmadigi
zamanlarda ise fidan eksilisi nedeniyle Uretim
alanlarinda bazi bos alanlarin kalmasina sebep
olmaktadir. Bu olasiligi karsilamak icin de gerektiginden
fazla sogan kullanilmaktadir. Bu suretle tohum, ilag
ve isleme masraflarinin  ylikselmesine ve gec
dikimden dolayi ihtiya¢ duyulan saglikh fidan kaybina
neden olmak suretiyle buylk ekonomik zararlar
olusturmaktadir. Bu sorunun ¢6zimu icin Ureticiler
arayis icerisindedir. Ancak su anda kullanilan metodlara
baktigimizda ¢ok fazla zaman, emek ve taksonomik
uzmanlik gerektirdigini gérmekteyiz. Bu anlamda bu
calismamizda, ithal edilen ve Ulkemizde Uretilen ¢icek
soganlarinda yaygin olarak goérillen Fusarium spp.’nin
hizli ve dogru bicimde tanilanmasi amaglanmis ve PCR
temelli yontemlere basvurulmustur.

Sekil 1. Fusarium ile enfekteli lale soganlar (Miller, 2002)

Figure 1. Flower bulbs infected with Fusarium
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MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Denemede ¢icek soganlarindan izolasyon ile tespit
edilen ve dogrulugu Prof Dr. Glilay Turhan tarafindan

onaylanan Fusarium oxysporum Schltdl izolatlar
ile referans Fusarium oxysporum f. sp. tulipae
W.CSnyder & H.N. Hansen (Sekil 2) izolati

kullanilmistir. DNA izolasyonu icin ZR Fungal/Bacterial

DNA Kit™ kullanilmistir. Calismada Genmar Teshis
Uriinleri firmasi tarafindan sentezlenen iki primer seti
TEF1-AF/TEF1-AR (David et al.2004) ve yeni dizayn
edilen FOW1-F/ FOW1-R ile calisiimistir. PCR analizi
icin sentezlenen primerlerin nikleotid dizilimleri ve
bant buyuklikleri Cizelgel’de verilmektedir. Sekans
analizi  Altigenbio  Life  Science  tarafindan
gergeklestirilmistir.

Sekil 2. F.oxysporum (solda) Fusarium oxysporumf. sp. tulipae (sagda) izolatlari
Figure 2. Isolates of F.oxysporum (on the left) Fusarium oxysporum f. sp. tulipae (on the right)

Cizelge 1. PCR analizi i¢in sentezlenen TEF 1 ve FOW 1 primer giftleri. (David et. al., 2004)
Table 1. TEF 1 ve FOW 1 primer pairs designed for PCR analysis

Primer Baz Dizilimi (5'3") Uzunluk Bant Biiyiikliigii

TEF1-AF  5'ATCGACTTCCCCTACGACTCGA 22

TEF1-AR S5TTAGTGACTGCTTGACACGTGAC 23 221bp

FOW1-F  5TTTCTGCACCTGCATGAAGAC 21

FOW1-R 5'ATCGCCAGTGCTCTTGGTG 19 284bp
Yontem steril saf sudan gecirildikten sonra steril kurutma
Cicek soganlarindan izolasyonlarin  kagitlarinda 30 dk siire ile kurutulmus ve PDA besiyeri

gerceklestirilmesi

ithalat islemi gercekestirilen cicek soganlarindan
parti bazinda ve Zirai Karantina Numune Alma ve Analiz
Yonetmeligi uyarinca numuneler alinarak laboratuvar
ortamina getirilmistir. Laboratuvara getirilen 6rnekler
mikroskobik olarak ©n incelemeye tabi tutulmus,
hastalik belirtisi gosteren lilyum soganlarinin kok ve
soganlarindan lale, glaydl, iris ve simbil soganlarinin ise
sadece hastalik belirtisi gosteren sodan kismindan ayri
ayri olmak tzere 3-4 mm' lik hastalikli parcalar bistiri ile
kesilmis, izolasyon islemi icin ise saprofitlerin gelisimini
onlemek amaciyla yapilan ¢esitli denemelerden sonra
hastalikh bitki kisimlarindan alinan 3-4 mm ebatinda
doku parcalarinin 3 dakikalik siire ile % 0.05'lik sodyum
hipokloritten gegirilmesinin uygun oldugu gorilmustur.
Yiizey dezenfeksiyonuna tabii tutulan parcalar 2 defa

iceren petri kaplarinin her birine ortalama 4 adet doku
ornegi gelecek sekilde yerlestirilmistir (Sekil 3). Petri
kaplan +24°C'de inklibatore konularak 7 ginliik strede
gelismeleri saglanmistir. inkubatérde koloni gelisimi
sonucunda Fusarium ve diger bazi tirlerin teshisi
gerceklestirilmistir. inkiibasyon dénemi sonunda (+24
°C'de 7 glin) besiyerinde gelisen fungal koloniler
oncelikle makroskobik olarak incelenmis ve cam tliplere
saf klltir olarak aktarilmasi gerekenlere karar verilmistir.
Calismalarda sterilizasyona azami dikkat edilerek bitiin
calismalar steril kabinde gerceklestirilmistir. Cam
tplerde saf kiiltur olarak ekilen fungus kolonileri tekrar
+24 °C'de inkubatore yerlestirilerek koloni gelismesi
saglanmistir. Elde edilen saf kiltlrler daha sonraki
calismalar icin +4 °C'deki buzdolabinda muhafaza altina
alinmistir.
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Sekil 3. Cicek soganlarinda izolasyon islemleri
Figure 3. Isolation process on flower bulbs

DNA izolasyon protokolii

izolasyonlar neticesinde PCR calismasi icin secilen iki
adet Fusarium izolatindan DNA izolasyonu ZYMO
RESEARCH Fungal/Bacterial DNA Kit ile hizli ve hatasiz
sekilde gerceklestirilmistir. DNA izolasyonu sirasinda
izolasyon sollisyonlarini ve ortamdan kaynakli bulasmayi
kontrol icin negatif kontrol calismaya dahil edilmistir.
Elde edilen DNA'lar -20 °C'de muhafaza edilmistir. izole
edilen DNA reaksiyon basina en fazla 10 pmol/pL olacak
sekilde seyreltilmistir.

Konvansiyonel PCR calismalari

Amplifikasyon  sirasinda  reaksiyona  girecek
bilesenlerin optimum konsantrasyonlarinin belirlenmesi
icin  optimizasyon  calismalant  yapilmis  PCR
reaksiyonundaki  bilesenlerin  miktarlart 50 pl'lik
reaksiyon hacmi icin optimize edilmistir. Reaksiyonlarda
1X polimeraz zincir reaksiyon (PCR) tlpul icerisinde
40 pl Master mix (1 ul dNTP, 5 ul Buffer, 0.4 pl Taq
DNA polimeraz, 33.6 ul distile su), 5 ul Primer (2.5 pl F+

2.5 uLR) ve 5 ul genomik DNA olmak tizere toplam 50 pl
hacim olusturulmustur. Reaksiyonlar steril kosullarda
hazirlanmistir. Reaksiyon karisimini iceren PCR tipleri
Eppendorf Mastercycler Gradient PCR Thermocycler'a
yerlestirilerek cihaz programlanmistir. ilk asamada,
kullanilan iki set primer 10 pmol/upl'a sulandiriimistir.
Denatirasyon 95°C'de 4dk, 1 dongi ve 95°C'de 59sn,
1 dongl; baglanma (anneling) 59°C'de 30sn 1 dongu;
uzama (extention) 72°C'de 10sn, 1 dongli olmak lizere
toplam 40 donglde gerceklestirilmis, agaroz jel
elektroforez yontemi ile UV isik altinda goriintiilenmistir.

Reaksiyon Grlinlerini goruntlilemek ve sonuglar
degerlendirmek amaciyla gergeklestirilen agaroz jel
elektroforez islemi asagida belirtilen siraya gore
yUrGtalmustar.

Cam erlen igerisine 1 gr agaroz tartilarak Uzerine 100
ml 1X TAE tampon ilave edilmistir. %1'lik Agaroz TAE
buffer kansimi mikrodalga firnda agaroz tamamen
eriyinceye kadar kaynatilmistir. Elle dokunulabilir sicakliga
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gelen kansima 2uL Gel red eklenmistir. Agaroz jel
tankina tarak takilmis ve hazirlanmig olan karisim 3-4mm
kalinhginda dokiilerek donmaya birakilmistir. Ornekler
10 pl PCR Grdnd ile 2 ul 6X yikleme tamponu olacak
sekilde toplam 12 pl'lik karisim jelde acilmis kuyucuklara
mikropipetle yerlestirilmistir (Sekil 4). Jel Tanki glg
kaynagina baglanarak 35 dakika 50-70 V elektrik
akimi verilmistir. Yukleme boyasi jelin 2/3'G kadar
yurtiduglinde yuritme durdurulmustur (Woodhall

J.,2015, s6zIU gortisme). Jel UV-Transiluminator cihazina
yerlestirilmistir. UV 1sik altinda reaksiyona giren ve
boyanan DNA bantlari var/yok olarak degerlendirilmis
ve bilgisayar ortaminda gorintilenerek kayit altina
alinmistir (Sekil 5). Jel elektroforez sonrasi her bir
ornegin DNA molekiler adirhgi belirlenerek bunlara
forward ve reverse primerler ilave edilmistir. Ornekler
Altigenbio firmasina (izmir) gdénderilerek baz dizisi
analizleri yaptinlmistir.

Sekil 4. Konvansiyonel PCR islemleri
Figure 4. Conventional PCR process

100 bp
200 bp
300 bp

Sekil 5. DNA bantlarinin UV kamerada goriintiilenmesi [M:DNA Ladder (100bp), F1: F. oxysporum f. sp. tulipae (referans izolat), F2:

F.oxysporum , F3: F.oxysporum, N:Negatif].

Figure 5.View DNA bands on UV lights. [M:DNA Ladder (100bp), F1: F. oxysporum f. sp. tulipae (reference isolate), F2: F.oxysporum , F3:

F.oxysporum, N:Negative].

Gercek zamanli (Real-time) PCR calismalari

Real-Time PCR'da c¢esitli  floresan  teknikler
kullanilmaktadir. Bunlar SYBR Green, hibridizasyon
probu, hidroliz probu, simple prob vb. gibi tekniklerdir.

Calismamizda floresan isaretli problara ihtiyag
gostermedigi icin maliyeti diisiik bir metod olan ve bu
nedenle tercih ettigimiz teknik SYBR Green | olup
floresan boyanin (SYBR Green) DNA'ya baglanmasi
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temeline dayanmaktadir. Floresan boya DNA'ya
baglandiginda 530 nm dalga boyunda yayilim meydana
getirmektedir. Polimerizasyon basamaklari boyunca
ekrandan artan floresan sinyali goézlemlenmektedir.
Cogalan DNA'nin artan miktarlarini izlemede her PCR
dongusinin ‘uzama basamadi'nin sonunda floresan
Olcimler gerceklestiriimektedir. Bu yontem optimize
edilmis PCR sartlarinda ve dizayni iyi yapilmis primerler
ile cok fazla sayida hedef genin cogaltiimasina olanak
vermekte ve yalnizca tarama amaciyla kullaniimaktadir
(Ktlen ve ark., 2011).

Calismada PCR  reaksiyonundaki  bilesenlerin
miktarlari 10 pl'lik reaksiyon hacmi icin optimize
edilmistir. Reaksiyonlarda 1X polimeraz zincir reaksiyon
(PCR) tlpu icerisinde 5 pl Master mix, 1.9 pl distile su, 0.6
ul Primer (0.3 pl F+ 0.3 pL R) ve 2.5 yl genomik DNA
olmak Uzere toplam 10 ul hacim olusturulmustur.
Reaksiyonlar steril kosullarda hazirlanmistir. Plate’in her
bir kuyucuguna yerlestirilen PCR GrUnleri, Light Cycler®
480 Il cihazinda baslangi¢ denattirasyonu 95°C'de 10 dk,
¢ogalma 95°C'de 10 sn, 64°C'de 10 sn, 72°C'de 10 sn ve
takiben 95°C'de 5 saniye, 60°C'de 10 saniye 99 °C'de

devaml olarak 42 dongude calistinlmis toplam final
inkubasyonu 40°C'de 30 sn'de gergeklestirilmistir. Veriler
cihaza entegre software ile incelenerek fungal
patojenlerin varligi analiz edilmistir.

ARASTIRMA BULGULARI

Fusarium oxysporum
Karakterizasyonu

Calisma bulgularina baktigimizda TEF1 primer cifti
ile F.oxysporum varliginin tespit edildigini ancak
FOW1 primer ciftinin ise calismadigini gérmekteyiz.
TEF1 primerinin 20. dongdi itibari ile reaksiyona girdigi
FOW1 primer setinin ise reaksiyona girmedigini
gormekteyiz. Negatif kontrollerimizde herhangibir
bulasma gorilmemektedir. Cogalma ve erime
egrilerine ve erime degerlerine dair sonuglar Sekil 6, 7
ve 8'de verilmektedir. DNA konsantrasyonu ve saflik
derecelerinin tespitine dair Picodrop cihazi ile elde
edilen sonuclar Cizelge 2'de verilmektedir. Sekans
analizi neticesinde oOrneklerin Fusarium oxysporum
oldugu dogrulanmistir.

izolatlarmin  Molekiiler
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Sekil 6. Fusarium oxysporum izolatlarina dair cogalma egrileri
Figure 6. Amplification curves of Fusarium oxysporum isolates

Melting Curves
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Sekil 7. Fusarium oxysporumizolatlarina dair erime egrileri
Figure7. Melting curves of Fusarium oxysporum isolates
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Sekil 8. Fusarium oxysporum izolatlarina dair erime pikleri
Figure 8. Melting peaks of Fusarium oxysporum isolates
Cizelge 2. DNA konsantrasyonu ve saflik dereceleri
Table 2. DNA concentration and purification ratings
F1:F. Oxysporumf. sp. tulipae . .
(referans izolat) F2: F.oxysporum F3:F.oxysporum
DNAmiktari (ng/uL) 33,3 21,2 37,7
DNA safligi (260/280) 2,02 1,94 2,32
DNA safligi (260/230) 0,32 0,22 0,20
SONUC ve TARTISMA analizleriyle tlr seviyesinde birka¢ F. oxysporum

Hava sirkllasyonunun iyi olmadig kosullar, sicak
ortamlar, dikim sonrasi drenajin iyi olmamasi ve agir
topraklar cesitli hastaliklari ortaya c¢ikarmaktadir.
Ekonomik kayiplara yol acan bu hastaliklar arasinda
Fusarium solgunluklari Gramineae familyasi digindaki
bitiin kapal tohumlu (Angiosperm) bitki familyalarinda
ekonomik 6neme sahiptir (Turhan, 2010). Cicek
soganlarinin yetistigi hemen her yerde gorilen bu
etmenin inokulum kaynadi hastalikli bitki artiklar ve
topraklardir. Etmen, soganlarin dip kisminda curiklik
meydana getirmekte ve ciceklenmeden 6nce sodani
soldurarak clritmektedir. Bunun sonucu olarak, rlin
kayiplari  olusmakta, bdylece maliyet daha da
artmaktadir. Bu nedenle etmeninin henliz depo
asamasinda dodru teshisinin yapilmasi gerekmektedir.
Ancak Fusarium cinsi oldukca heterojen bir gruptur,
morfolojik ve biyokimyasal kriterlere gore tirlerin
teshisi zor ve karisiktir. Bu durum c¢alismamizda PCR
yonteminin tercih edilmesine neden olmustur.

Dinyada bu konuda vydritilen cahsmalara
baktigimizda 28S rDNA ve ITS bdlgesinin  RFLP

susunun ayirt edildigini gormekteyiz (Edel et al., 1995;
Golak 2011). Yine son donemlerde F. avenaceum,
F. culmorum ve F. graminearum turlerini ayirt
edebilmek icin ITS bdlgesinin dizi varyasyonlarindan
yararlanilmistir. F. culmorum ve F. graminearum’da ITS
bolgesi tlre 6zgl primerler elde etmeye olanak
saglayacak derecede polimorfik iken F. culmorum ve F.
graminearum’u F. avenaceum'dan ayirt etmek icin ITS1
ve ITS2 bolgelerindeki dizi varyasyonunun vyeterli
olmadigi belirlenmistir (Schilling et al., 1996).

2008 vyilinda gerceklestirilen bir ¢alismada 7
Fusarium izolati olan F. semitectum, F. culmorum, F.
moniliforme, F. solani, F. graminearum, F. oxysporum
f.sp. lycopersici and F. oxysporum f.sp. vasinfectum’un
rastgele amplifiye olmus polimorfik DNA yontemi
(RAPD-PCR) ile patolojik ve morfolojik karakteristiklerine
dayanilarak tespitine gidilmistir. S6zkonusu ¢alismada 8
primer kullanilmistir.  RAPD  tekniginin  Fusarium
turlerinin  morfolojik ve patolojik karakteristiklerine
dayanarak ayirt edilmesi icin kullanish bir yontem
oldugdu ortaya konulmustur (Fadly et al., 2008).
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Pamukta solgunluk hastaligina neden olan Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum'un, farkli cografik
orijinlerden izole edilen 46 izolati arasindaki genetik
farklihgr belirlemede patojenite ve RAPD teknikleri
kullanilmistir. Patojenisite denemelerinde bu izolatlar,
virulensliklerine ve kullanilan farkl cesitlere goére Ucg
farkh gruba aynlmistir. Bu izolatlardan 25 tanesinin,
Gossypium hirsitum ve G. barbadense cesitlerinde
yuksek virulenslik gosterdigi gozlenmistir. Bu izolatlar
arasindaki genetik varyasyon, tesadifi 11 adet 10 bazlk
primer setiyle polimeraz zincir reaksiyon yontemi ile
amplifiye edilerek belirlenmistir. Polimorfizm g&steren
83 DNA banti kaydedilerek (1/0) cluster analizi ile izolatlar
arasindaki genetik yakinhg gosteren bir dendrogram
olusturulmustur. OPF-06 primeriyle olusturulan amplifiye
DNA fragmentlerinin buyUkliklerinin 0.2-2.1 kb arasinda
degistigi  bildirilmistir.  Olusturulan  dendrogramin
patojenite sonugclariyla benzerlik gostermedigi ve F.
oxysporum f. sp. vasinfectum izolatlarinin molekdiler
karakterizasyonunda, RAPD yonteminin hizli ve glvenilir
oldugunu bildirilmistir (Assigbetse et al., 1994; Altinok
2006).

F. oxysporum f. sp. phaseoli ile yapilan bir calismada,
irk ayriminda ve izolatlarin genetik karakterizasyonunda
patojenite denemesi yaninda, VCG, RFLP ve RAPD gibi
tekniklerin de kullanilabilecegi ortaya konmustur (Woo
et al, 1996). Soyada ani 6lime neden olan F. solani
izolatlarinin patojen olup olmadigi ve patotiplerinin
belirlenmesinde RAPD marker'lari kullanilmis ve oldukca
duyarli ve guvenilir bir metod oldugu belirtilmistir
(Achenbach et al., 1996).

Peru'da Huallaga vadisinde, coca bitkisi yetistirilen
alanlarda Erythroxylum coca var. coca'dan izole edilen
Fusarium spp.lerin RAPD analizi ile genetik yakinlklari
arastinlmistir. Coca bitkisi yetistirilen 10 farkl bolgeden
200 Fusarium izolati elde edilmistir. Kok daldirma
yontemi ile yapilan patojenite denemelerinde, bu
izolatlardan 143'Gnin Erythroxylum coca var. coca'da
patojen oldugu belirtilmistir. RAPD analizleriyle iki alt
gruba ayrilan bu patojenik izolatlar arasinda polimorfizm
go6zlenmemistir. Alt populasyon I'in hastaligin en yaygin
oldugu bolgeyi temsil ettigi bildirilmistir. Ayrica RAPD
analizi ile patojen ve patojen olmayan izolatlarin kolayca
ayirt edilebildigi belirtilmistir (Nelson et al., 1997; Altinok
2006).

Hiyardan izole edilen Fusarium izolatlarinin RAPD
analiziyle genetik yakinliklarinin belirlendigi diger bir
calismada OPA-01, OPB-O1'den OPB-20'ye kadar ve
OPF-05 primerleri kullanilmis ve bu primerlerden
10 tanesi verdikleri bant goriinimlerine gére  RAPD-
PCR calismalar icin secilmistir. Amplifikasyonlarin
sonucunda, 121 Fusarium oxysporum izolatinin RAPD

profilleri olusturulmus ve 107 amplifiye DNA bantinin
97'sinin  polimorfik oldugu belirlenmistir. Amplifiye
bantlarin buylkliklerinin 0.2-2.3 kb arasinda degistigdi
bildirilmistir (Vakalounakis and Fragkiadakis, 1999).
tarafindan yapilan benzer bir calismada, kok ve gévde
curiklugl gosteren hastalikli hiyar bitkilerinden izole
edilen 106 F. oxysporum izolatinin genetik farkhliklari
patojenite, vejetatif uyumluluk (vegetative
compatibility) ve RAPD analizleriyle karakterize edilmistir

(Altinok, 2006).

Patojenite calismalarinda, 68 izolat F. oxysporum f.
sp. radicis-cucunerinum, izolat F. oxysporum f. sp.
cucumerinum ve 6 izolat da patojen bulunmamistir.
F.oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum’un 68 izolatinin
hepsi olusturulan genetik agacta tek bir RAPD grubuna
dahil olmustur. F. oxysporum f. sp. cucumerinum’'un
izolati, 8 farkh VCG ve 2 farkli RAPD grubu olustururken,
iki izolat ise vejetatif olarak uyumsuz bulunmustur.
RAPD analizleri ile patojenite sonuclar birbirlerine
paralellik gostermis, F. oxysporum f. sp. radicis-
cucumerinum ve F. oxysporum f. sp. cucumerinum’lar
olusturulan genetik agagta tamamen farkh dallarda yer
almiglardir. VCG ve RAPD calismalarinin F. oxysporum f.
sp. radiciscucumerinum ve F. oxysporum f. sp.
cucumerinum izolatlarinin farkliigini ortaya koymada
etkin yéntemler olduklan belirtilmis, Polonya, ingiltere,
Yeni Zellanda, italya ve Kanada'dan izole edilen
Fusarium culmorum, F. graminearum, F. crookwellense
ve F. avenaceum toksigenik hububat patojenlerinin,
RAPD-PCR ve Dizi Analizi yontemleri ile molekiler
karakterizasyonu yapilmistir. Ayrica bu izolatlarin
morfolojileri ve laboratuvar kosullarinda  toksin
uretimleri belirlenmistir. U¢ adet 20 bazlik primerlerle
yapilan RAPD-PCR ¢alismalari sonucunda F. avenaceum
izolatlarinin tiire spesifik bant dizayni sergiledikleri ve bu
izolatlarin genetik olarak birbirlerine ¢ok yakin olduklari
belirtilmistir. F. culmorum ve F. graminearum’un
tanimlanmasinda, RAPD-PCR ydnteminin hizli ve
glvenilir sonug verdigi bildirilmistir. RAPD sonuglarinin,
morfolojik 6zelliklerine gore tanisi yapilan F. culmorum
ve F. graminearum tirlerinin sonuclarini destekledigi
bildirilmistir (Chelkowski et al., 1999; Altinok 2006).

Cezayir'de mercimek vyetistiriciligi yapilan alanlarda,
solgun mercimek bitkilerinden 32 adet F. oxysporum f.
sp. lentis izole edilmistir. izolatlar arasindaki genetik
varyasyon, RAPD-PCR ve AFLP analiz yontemleriyle
belirlenmistir. izolatlar arasindaki genetik yakinlk,
Jaccard'in coefficient formili ve cluster analizleri ile
hesaplanmistir. Bu izolatlar her iki analiz ydnteminde de
iki alt populasyona ayriimistir (Belabid et al, 2003;
Altinok 2006).
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GUnlUmuizde patojen tespitinde cok fazla emek
ve taksonomik uzmanlik gerektiren klasik yontemler
kullanilmakta, bu durum zaman ve ekonomik
kayiplara yol ag¢maktadir. Bu calismamizda, ithal
edilen ve ulkemizde uretilen c¢icek soganlarinda
potansiyel s6z konusu hastalilk etmenlerinden
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