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Anahtar kelimeler: Ozet. Bu calismada, kislk bugdaylarda kék ve kékbogazi ciiriikliigiine sebep olan farkli Fusarium
Bugday, Fusarium spp., iPBS  tirlerine ait izolatlar arasindaki genetik cesitlik, retrotranspozon temelli olan primerler arasi
markdrleri, retrotranspozon baglanma bdlgesi (iPBS) markdrleri kullanilarak incelenmistir. Bu amagla, 2017 ve 2018 yillarinda

Turkiye ve Azerbaycan bugday yetistirme alanlarindan 32 Fusarium tiri izolat elde edilmistir.
izolatlar arasinda en yaygin bulunan tiir 23 izolat ile F. culmorum olarak belirlenmis, bunu bes
izolat ile F. pseudograminearum ve dort izolat ile F. graminearum takip etmistir. Yedi iPBS
retrotranspozon markord izolatlar icin 99 adeti polimorfik (%86.8) olmak lGzere 114 bant tretmis,
primer basina ortalama 14.14 polimorfik bant elde edilmistir. Markérlerin polimorfik bilgi icerigi
(PIC) ortalama 0.17 olup, bu deger 0.10 ile 0.29 arasinda degismistir. iPBS markérleri ile elde edilen
verilere dayall agirlikli olmayan aritmetik ortalama es grup metodu (UPGMA) kiime analizlerinin
sonrasinda elde edilen dendrogramda, izolatlar tir seviyesinde ile G¢ gruba ayrilmistir. Ayrica grup
icerisinde yer alan izolatlar ise orijini olan Ulkeye gére dagiim sergilemistir. Populasyon yapisi,
Bayesian modellemesine dayanilarak hesaplanmis ve sonuglar dendrogramdaki izolatlarin

*Sorumlu yazar kiimelenmesini destekleyecek sekilde (i¢ populasyona ayrilmis (K = 3) ve Ln olasihiginin en yiksek

gokozer@gmail.com ortalama degeri (-476.0) eslik etmistir. iPBS markorlerinin kullanilmasi, turler arasi seviyede
oldukga yiksek diizeyde polimorfizm Uretmis olup tirlerin birbirinden ayrilmasini saglamistir.
Calisma, bugdaydan elde edilmis Fusarium spp. izolatlarinin genetik cesitliligini ve poptlasyon
yapisini iPBS markdrleri analizi ile ortaya koyan ilk calisma olma 6zelligi tasimaktadir.

Genetic Variation of Fusarium spp. Isolates Associated with Root and Crown Rot of
Winter Wheat Using Retrotransposon-Based iPBS Assays

Keywords: Abstract. Genetic variation among the isolates of Fusarium spp., causal agent of root and crown
Wheat, Fusarium spp., iPBS  rot of winter wheat, was evaluated using retrotransposons-based inter-primer binding site (iPBS)
markers, retrotransposons markers in this study. Thirty-two isolates were isolated from diseased wheat plants obtained

wheat growing areas in Turkey and Azerbaijan in 2017 and 2018, for this purpose. Among the
isolates, F. culmorum was the most commonly found with 23 isolates, followed by F.
pseudograminearum with five isolates, and F. graminearum with four isolates. The seven iPBS
retrotransposon markers produced 114 bands, of which 99 were polymorphic (86.8%) with an
average of 14.14 polymorphic bands per primer for the isolates. The polymorphism information
contents (PIC) per markers ranged from 0.10 to 0.29 with the average being 0.17. The dendrogram
derived from unweighted pair group method with arithmetic mean (UPGMA) cluster analyses
based on the data of iPBS markers divided the isolates into three clusters in according to their
taxonomic grouping at species level and their origin country in the groups. Population structure
was estimated based on Bayesian modeling and the results showed three populations (K = 3)
supporting the clustering of isolates in the dendrogram with the highest mean value of Ln
likelihood of data (-476.0). Utilization of the iPBS markers produced high level of polymorphism at
the interspecies level, which allows for the separation of species. This is the first study on genetic
diversity and population structure of Fusarium spp. isolates on wheat using iPBS markers.
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GiRiS

Fusarium turleri bugday ve diger hububat tirlerinin kdk ve kék bogazinda nekroz ve kuru cirikliklere
neden olarak Urunlerin hem kalitesinde hem de veriminde 6nemli kayiplara yol acan diinya ¢apinda yaygin
toprak kokenli fungal patojenlerdir (Chakraborty et al, 2006). Hastalik olusumundan Fusarium culmorum (W.G.
Smith) Sacc., Fusarium pseudograminearum O'Donnell & T. Aoki ve Fusarium graminearum Schwabe bireysel
veya kompleks olarak sorumlu olmakla birlikte cografik bolgelere gére ve seneden seneye dnem sirasinda
degisiklik gorilebilmektedir (Mishra et al, 2006; Pettitt et al, 1996, 2003; Tunali et al, 2008). Bu turler tarla
kosullarinda ayrica basak yanikligi hastaligina da neden olmakta ve depolama sirasinda da trtin kayiplarina yol
acabilmektedir. Yukarida bahsedilen zararlarinin yani sira bu patojenler iriinler tizerinde hayvanlar ve insanlarda
onemli saghk riski teskil eden ve mikotoksinler olarak adlandirilan sekonder metabolitler de Gretirler. Bunlardan
ozellikle trichothecene, zearalenone ve fumonisin gibi bazi mikotoksinler Grtinlerde birikerek tiiketen canlilarda
mikozislere neden olmaktadirlar (Nicholson et al., 2004; Rohweder et al,, 2011).

Degisik konukgulardan elde edilmis Fusarium spp. izolatlari, Snemlerinden dolayr molekiler biyoloji, ekoloji,
toksikoloji ve patoloji gibi bir ¢ok ¢alisma alaninda yogun olarak ilgi gérmektedir. Belirli Fusarium tirlerinin
kesin tanisi ve elde edilen popdtlasyonlarinin incelenmesi; hastalik olusumda tirlerin bireysel ve kompleks
iliskilerini anlamak, uygun miicadele stratejisini belirlemek ve insan ve cevre sagligini igin oldukga Gmitvar olarak
gorilen dayanikh cesit 1slahi galismalari icin kritik dGneme sahiptir. Ayni zamanda olusan mikotoksinin turl ve
miktarinin tayini ile Grtnlerdeki birikiminin sonuclarini, insan ve hayvan tlketicilerine yonelik tehditlerini
anlamak icin de yakindan iliskili turler arasinda ki ayrim kilit rol oynamaktadir (Nicholson et al., 2004).

Fusarium tirlerinin teshisi genellikle kiltir ozellikleri, hif, spor ve spor verici yapilarinin sekil ve boylarina
dayandinlarak gergeklestiriimektedir (Leslie and Summerell, 2006). Bununla birlikte, kilttrel ve morfolojik
karakterler, kullanilan kiltir ve inkiibasyon kosullarina gére oldukca degiskenlik gdsterebilmektedir. Ayrica
tlrlerin birbirinden ayrimini saglamak ve teshisini gerceklestirebilmek oldukca yogun isglicli, zaman ve dnemli
derecede taksonomik uzmanlik gerektirmektedir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)'na dayali molekuler markor
teknikleri duyarlihgi ve potansiyel 6zgullligu sayesinde son zamanlarda Fusarium tarlerinin kesin tanisi
noktasindaki bu darbogazi asmak, ayrica tir ici ve tirler arasi popllasyon analizleri igin yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Glinumize kadar random amplified polymorphic DNA (RAPD) (Bayraktar and Dolar, 2009),
inter simple sequence repeats (ISSR) (Albayrak et al, 2016), amplified fragment length polymorphism (AFLP)
(Monds et al, 2005) gibi DNA markérleri Fusarium spp. izolatlarinin tir ayriminda ve tir ici polimorfizmi
incelemede basari ile kullanilmistir. Ayrica ribozomal DNA'nin internal transcribed spacer (ITS) (Waalwijk et al.,
1996) ve intergenic spacer (IGS) bélgeleri (Ozer and Bayraktar, 2015), translocation elongation factor 1-o (TEF)
(Wulff et al., 2010) ve B-tubulin (O'Donnell et al., 1998) gibi gen bdlgelerinin sekanslari da siklikla Fusarium spp.
izolatlar arasindaki genetik iliskiyi incelemek icin yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.

Retrotranspozonlar (sinif | transpozonlar) tekrarlayan ve mobil DNA dizileri olup kendilerini kopyalayarak
bulunduklari genomun baska bir bélgesine kendilerini tasima 6zelligine sahip transpozonlardir. Bu nedenle
mutasyonlara, genom buyukliginin artmasina ve nihayetinde genetik ¢esitlilige neden oldugundan mikemmel
bir markor kaynagi olarak dustinilmektedir (Schulman et al, 2004). Retrotranspozonlar tim Okaryotlarin
genomlari boyunca bol miktarda bulunur (Finnegan, 1989). Funguslarda retrotranspozonlar ilk olarak 1970'de
tanimlanmis olmasina ragmen hifsel gelisme gdsteren funguslarda long terminal repeats (LTR)
retrotranspozonlarinin varhdi yaklasik 10 yil sonra bildirilmistir (Muszewska et al., 2011). Yiksek markor tGretme
potansiyellerinden dolayl retrotransposon-microsatellite amplified polymorphism (RMAP) ve inter-
retrotransposon amplified polymorphism (IRAP) gibi retrotranspozon markérleri bir¢ok dkaryotik organizmanin
karakterizasyonu ve genetik haritalamasi icin kullaniimistir. Bununla birlikte PCR drlnlerinin buyliklugindeki
degiskenlik ve primer tasarlamak icin klonlama ve sekans bilgisi gereksinimi bu markor sistemlerinin
yayginlasmasini engellemistir. Retrotranspozon temelli primerler arasi baglanma bdlgesi (inter-primer binding
site; iPBS) amplifikasyon teknigi ise LTR retrotranspozonlarinda ters transkriptaz primer baglanma bdlgesine
dayali evrensel bir DNA markor yontemi olarak Kalendar et al. (2010) tarafindan deklare edilmis ve pek ¢ok
Okaryotik organizmada etkinligi gosterilmistir. iPBS markdrleri simdiye kadar bircok bitki patojeni fungusun tir
ici ve tlrler arasi seviyedeki genetik farkliliginin arastirilmasi igin basarih bir sekilde kullanilmistir (Pourmahdi and
Taheri, 2015; Ozer et al., 2016, 2017; Ozer and Bayraktar, 2018; Skipars et al., 2018; Wu et al,, 2019).

Bu calisma kapsaminda kishk bugdaylarda kok clrtkligine neden olan ve farkli cografik alanlardan elde
edilmis Fusarium spp. izolatlari morfolojik ve tiire spesifik PCR ile tanimlanmis ve aralarindaki genetik cesitlilik
iPBS retrotranspozon markdrleri kullanilarak ilk defa incelenmistir.
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MATERYAL VE METOT

Fungus izolatlarunun Temini

Fusarium izolatlarinin temini icin 2017 yilinin haziran ve temmuz aylarinda ekinlerin olgunlasma asamasinda
Azerbaycan'in énemli bugday yetistirme bdlgelerinden 76 tarladan &6rnekler alinmis ve 2018 yilinin haziran
ayinda ise Turkiye'deki bugday tarlalarindan hastalikli bitki 6rnekleri alinmistir. Kék ve kdkbogazi semptomlari
gosteren bitkilerin toprak alti kisimlari 3-5 dakika boyunca toprak parcaciklarini uzaklastirmak icin akan musluk
suyu altinda iyice yikanmistir. Dokulardan kuclk parcalar alinarak 1 dakika sireyle %1'lik sodyum hipoklorit
¢Ozeltisi muamele edilmis ve 3 seri steril saf su ile durulanarak bir steril kabin icerisinde steril filtre kagitlari
arasinda kurutulmustur. Yizeysel dezenfeksiyon gerceklestirilmis olan parcalar 100 mg/I streptomisin silfat ve
25 mg/| kloramfenikol eklenmis 1/4 kuvvetli patates dekstroz agar (PDA; Merck, Almanya) iceren 9 cm'lik Petri
kaplarina aktariimis ve l¢ glin boyunca surekli karanlkta 22 °C'de inkibasyona birakilmistir. Petri kaplari
binokiler mikroskop yardimi ile incelenmis ve slipheli Fusarium izolatlarindan hif ucu alinarak tam kuvvetli PDA
iceren ortamlara aktarilarak saflastirma islemi gerceklestiriimistir. Elde edilen izolatlar ayrica karanfil yaprak
agarina asilanmis ve floresan 151§ altinda (12 saat/giin) 22 °C'de 5 gin boyunca inkibe edilerek morfolojik
ozellikler, Leica DM1000 mikroskobu (Leica Microsystems, Wetzlar, Almanya) ve Leica LAS EZ yazilimiyla 400x
biytutmede Leslie and Summerell (2006) kriterleri dikkate alinarak incelenmis ve her bir izolattan 30 sporun
olcimi gergeklestirilmistir.

DNA izolasyonu ve Tiire Spesifik PCR

izolatlarin genomik DNA'sinin izolasyonu amaciyla DArT protokoliinde (http://www.diversityarrays.com)
acglklanan bir hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB) tabanli yontem modifiye edilerek uygulanmistir.
Her izolata ait yaklasik 100 mg misel/spor dokusu, kiltlir ylzeyinden hafifce kazinmis ve 2 ml'lik Ependorf
tiiplere aktarilmistir. Onceden isitilmig (65 °C) 750 pl ekstraksiyon-lizis tamponu (125 mM Tris-HCI pH 8.0, 25
mM EDTA pH 8.0, %2 CTAB, %2 PVP-40, 0.8 M NaCl, %0.5 sodium disulfite, %1 sarcosyl) tiipe eklenerek drnekler
bir steril celik ezici kullanilarak homojen hale getirilmis ve her 15 dakikada bir hafifce ters diiz edilerek 65 °C'de
60 dakika inkibasyona birakilmistir. Siire sonunda kuru blok isiticidan alinan 6rnekler oda sicakhigina kadar
sogutularak tzerlerine 750 ul kloroform/izoamil alkol (24:1 w/w) eklenmis ve 10 dakika sire ile yavasca ters diiz
edilerek 12000 g'de 15 dakika santrifiij islemine tabi tutulmustur. Stpernatantlar temiz 1.5 ml'lik santrifij
tlplerine aktarilarak tzerlerine DNA'y1 ¢dkeltmek icin 0.6 hacim soguk izopropanol eklenmistir. 12000 g'de 5
dakika santriflj isleminden sonra, slpernatantlar uzaklastirilarak ve pelletler 2 kez %70'lik soguk etanolle
yikanmis ve oda sicakhginda 30 dakika ile kurutulmustur. DNA 200 pl steril ultra-saf su icinde ¢ozllerek,
konsantrasyonu DS-11 FX Serisi spektrofotometre (Denovix Inc., ABD) yardimi ile 6l¢lilmis ve PCR ¢alismalari
icin ile 50 ng/ul'ye ayarlanmistir.

Tire spesifik PCR calismalari ture-spesifik FCOIF-FcOIR, Fg16F-Fg16R (Nicholson et al, 1998) ve Fp1-1-Fp1-2
(Aoki et al., 1999) primer setleri kullanilarak sirasiyla F. culmorum, F. graminearum ve F. pseudograminearum
izolatlarinin tir teshislerini dogrulamak icin énerilen PCR amplifikasyon kosullarinda gergeklestirilmistir (Cizelge

1).

Cizelge 1. Calismada kullanilan tiire spesifik primer setlerine ait bilgiler.
Table 1. The information about species-spesific primers used in this study.

Primer Urii
Tir - Uriin Referans
Ismi Sekansi (5'-3) (bp)
FcOIF ATGGTGAACTCGTCGTGGC
F. culmorum 570
FcOIR CCCTTCTTACGCCAATCTCG Nicholson et al.,
. Fg16F CTCCGGATATGTTGCGTCAA 1998
F. graminearum 520

Fg16R GGTAGGTATCCGACATGGCAA
Fp1-1 CGGGGTAGTTTCACATTTCCG 400-

F. pseudograminearum
Fp1-2 GAGAATGTGATGACGACAATA 500

Aoki et al., 1999

iPBS Markorleri ile Genetik Varyasyon Analizleri

izolatlar arasindaki genetik cesitliligi degerlendirmek icin, genomik DNA Kalender et al. (2010)'nin tasarladig
seksen (¢ iPBS primeri ile dnerilen annealing sicakliklarinda PCR amplifikasyonuna tabi tutulmustur. Bu amacla
her bir ture ait iki izolat ile 6n calismalar gergeklestirilmis olup, izolatlar arasinda degisken ve temiz bant profili
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Uretme yeteneklerine gore yedi iPBS markori (Cizelge 2) ile tim izolatlar kullanilarak turler arasi ve tar igi
polimorfizmler arastirilmistir. iPBS amplifikasyonlari, Kalender et al. (2010)'nin dnerdigi protokole gére Dream
Tag DNA polimeraz (Thermo Scientific, ABD) ve Pfu DNA polimeraz (Thermo Scientific, ABD) ile 95 °C'de 3 dk bir
on denatilrasyonu takiben 95 °C 15 s, primere bagli olarak degisen 50-63 °C annealing sicakliginda 1 dk ve 68
°C 1 dk uzama olmak tzere 30 doéngl ve 72°C'de 5 dk’lik bir son uzama programinda gerceklestirilmistir.
Amplifikasyon Grtinleri 100 V'da 1.5 saat boyunca %1.4 agaroz jelde elektroforeze tabi tutulmus ve etidyum
bromdr ile boyanarak bir G: Box F3 jel dokiimantasyon sistemi (Syngene, UK) ile gériintilenmistir.

Cizelge 2. Calismada kullanilan iPBS markdorlerine ait bilgiler.
Table 2. The information about iPBS markers used in this study.

T GC

Primer Primer sekansi (5'-3") O (%) TB PB PPB (%) PIC RP
iPBS2080 CAGACGGCGCCA 63 750 23 21 91.3 029 943
iPBS2415 CATCGTAGGTGGGCGCCA 61 66,7 15 13 86.7 0.17 4.00
iPBS2244 GGAAGGCTCTGATTACCA 50 500 14 11 78.6 0.10 2.00
iPBS2395 TCCCCAGCGGAGTCGCCA 53 722 11 9 81.8 013 214
iPBS2242 GCCCCATGGTGGGCGCCA 57 778 18 16 88.9 020 493
iPBS2221 ACCTAGCTCACGATGCCA 57 556 19 16 84.2 0.15 3.93
iPBS2077 CTCACGATGCCA 55 58.3 14 13 92.9 0.17  3.21
Toplam 114 99

Ortalama 86.8 0.17 423

T (°C) annealing sicakligr; TB toplam bant sayisi; PB polimorfik bant sayisi; PPB (%) polimorfik bant yiizdesi; PIC polimorfik bilgi igerigi; RP
ayirma guca.

Verilerin Analizi

iPBS markdrleri ile elde edilen tiim bantlar, ikili veri matrisinin olusturulmasi icin pozisyonlarina gére mevcut
(1) veya yok (0) olarak skorlanmistir. Her bir primer-6rnek kombinasyonu, en az iki farkli PCR amplifikasyonu ile
tekrarlanmis ve sadece tekrarlanabilir bantlar degerlendirilmeye tabi tutulmustur. iPBS markdrlerinin izolatlarin
genetik profillerini analiz etmedeki performanslari her bir markér icin Rolden-Ruiz et al. (2000)'in onerdigi
polimorfik bilgi icerigi (PIC) ve Prevost and Wilkinson (1999)'nin énerdigi ayirma glicti (RP) verileri hesaplanarak
degerlendirilmistir.

Markorlerden elde edilen veri matrisi, NTSYS-PC versiyon 2.02 programi (Rohlf, 2000) ile Jaccard'in benzerlik
kat sayisi kullanilarak genetik benzerlik matrisine ¢evrilmistir. Benzerlik matrisi agirhkh olmayan aritmetik
ortalama es grup metodu (UPGMA) yardimiyla kiimeleme analizi yapilarak dendrogram elde edilmis ve izolatlar
arasindaki genetik akrabalik degerlendirilmistir.

Populasyonlar arasindaki genetik varyasyon ayrica Popgene versiyon 1.32 istatistik yazihmi (Yeh et al, 1999)
kullanilarak gézlenen alleller sayisi, etkili aleller sayisi, Nei'nin gen cesitliligi, Shannon'in bilgi endeksi, genetik
varyasyon derecesi ve tahmini gen akisi degerleri hesaplanarak gerceklestirilmistir. Markdrlerden elde edilen veri
matrisi ile populasyon genetik yapi arastirmasinin daha ayrintii degerlendiriimesi Bayesian model tabanli
kiimeleme programi Structure 2.3.4 kullanilarak gerceklestirilmistir (Pritchard et al,, 2000). Structure Harvester
(Earl, 2012), optimal K degerini bulmak icin kullanilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Bugday tariminda Fusarium turleri ister toprak alti olsun ister ise toprak Usti olsun olusturduklari dnemli ve
yaygin hastaliklar ile ciddi bir tarimsal tehdit unsurudur. Hastaliktan sorumlu olan etmenin hizli ve dogru bir
sekilde tanimlanmasi ve popllasyonlardaki genetik cesitliligin izlenmesi bu patojenlere karsi etkili kontrol
stratejilerinin gelistirilmesi icin anahtar rol oynamaktadir. Bircok molekiler markor teknigi, klasik tanimlama
metotlarindaki yogun isglcl, uzman ve uzun soluklu zaman gereksinimi gibi kisitlamalari asmak icin yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Calismamiz kapsaminda son zamanlarda yeni bir molekiler markdr sistemi olarak
ortaya c¢ikmis olan iPBS markorleri, bugday bitkisinin kok ve kdkbogazinda hastaliga neden olan Fusarium spp.
izolatlarinin arasindaki genetik cesitliligi arastirmak amaciyla ilk defa kullaniimistir.

Galisma kapsaminda elde edilen Fusarium spp. izolatlari Leslie and Summerell (2006)'e gore marfolojik
kriterlere dayandirilarak 23'G F. culmorum, 5'i F. pseudograminearum ve 4'G F. graminearum olarak
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tanimlanmistir (Cizelge 3). Kok ve kdkbogazi clrlkltklerine neden olan etmenleri arastiran Tunalt et al. (2008)'1n
%14'U ile en yaygin olarak F. culmorum tiriniu belirlemis, bunu %10 ile Bipolaris sorokiniana ve %2 ile F.
pseudograminearum izlemistir ki bulgular calismamizdan elde edilen bulgular ile uyusmaktadir. F. culmorum
izolatlarinin makrokonidileri 3-4 bélmeye ve ayak hiicrelerine sahip olup boy ve en olglleri sirasiyla ortalama
30.26 (£2.9) x 6.14 (£0.91) um'dir. Bu degerler Mueller et al. (2018) tarafindan bugdaydan elde edilmis olan F.
culmorum izolatlarin 6lgimleri ile benzerlik gostermektedir. F. pseudograminearum izolatlarinin makrokonidileri
4-6 arasinda ve genellikle 5 bdlmeli, diger tiirlere gore nispeten daha ince ve diiz olup boyutlari boy ve en
olarak ortalama 31.76 (+£3.24) x 4.24 (+0.81) pum Olculerinde ve belirgin ayak hiicresine sahiptir. Elde edilen
bulgularin degisik arastirmacilarin bugdaydan elde ettikleri. F. pseudograminearum izolatlar ile uyumlu oldugu
gorilmistir (Agusti-Brisach et al, 2018; Ji et al, 2016). F. graminearum makrokonidileri Leslie and Summerell
(2006)'e uyumlu olarak kivrimli, belirgin ayak hticreli olup boy ve en &lglimleri ortalama 32.23 (+£3.25) x 5.92
(£0.7) um olup 5-6 bélmeye sahiptir. izolatlarin hicbirisinde mikrokonidiye rastlanmamistir.

Cizelge 3. Calismada kullanilan Fusarium spp. izolatlarina ait bilgiler.
Table 3. The information about Fusarium spp. isolates used in this study.

izolat Lokasyon ) Makrokorjidiulerip Makrolfor?.idilgrin
Kodu Olke Sehir Tar uzunluk ?Igulerl en_oIgL‘JIerl
(n = 30; um) (n = 30; um)
FcO1 Azerbaycan Seki F. culmorum 27.02 (+2.46) 6.21 (£1.02)
Fc02 Azerbaycan Seki F. culmorum 29.15 (x1.71) 7.45 (+0.96)
Fc03 Azerbaycan Seki F. culmorum 30.42 (+2.45) 5.47 (+0.62)
Fc04  Azerbaycan Berde F. culmorum 36.17 (£3.79) 6.43 (£0.68)
Fc05 Azerbaycan Berde F. culmorum 32.75 (+2.38) 5.77 (£1.07)
Fc06 Azerbaycan Berde F. culmorum 28.35 (+3.61) 6.2 (x1.1)
Fc07 Azerbaycan Berde F. culmorum 28.92 (+1.39) 6.46 (+0.55)
Fc08 Azerbaycan Ucar F. culmorum 31.77 (£3.19) 5.82 (£0.97)
Fc09 Azerbaycan Ucar F. culmorum 31.55 (+2.82) 6.13 (£0.51)
Fc10 Azerbaycan Kirdemir F. culmorum 28.8 (+2.94) 5.77 (+1.07)
Fc11 Azerbaycan Kurdemir F. culmorum 28.4 (+£3.22) 6.43 (+0.8)
Fc12 Azerbaycan Kirdemir F. culmorum 32.13 (+2.54) 6.21 (£1.02)
Fc13 Azerbaycan Kirdemir F. culmorum 31.27 (+3.36) 7.63 (+0.93)
Fc14 Azerbaycan Kirdemir F. culmorum 28.75 (£3.72) 5.35 (+0.8)
Fc15 Azerbaycan Kirdemir F. culmorum 29.57 (+3.8) 5.75 (x1.1)
Fc16 Azerbaycan Kirdemir F. culmorum 29.26 (+2.02) 5.83 (+1.05)
Fc17 Azerbaycan Kirdemir F. culmorum 30.23 (+2.67) 5.9 (+0.9)
Fc18 Azerbaycan Kirdemir F. culmorum 31.5 (+2.96) 6.04 (+0.87)
Fc19 Azerbaycan Kirdemir F. culmorum 30.4 (+2.99) 6.53 (+1.07)
Fc20 Azerbaycan Kirdemir F. culmorum 27.63 (+3.23) 5.7 (+0.93)
Fc21 Azerbaycan Kirdemir F. culmorum 29.31 (+3.04) 5.94 (+0.9)
Fc22 Turkiye Bolu F. culmorum 27.52 (+£3.21) 6.26 (+1.06)
Fc23 Turkiye Eskisehir F. culmorum 35.16 (£3.15) 5.92 (+0.98)
Fpg01  Azerbaycan Berde  F. pseudograminearum 27.38 (£2.83) 4.75 (£0.88)
Fpg02  Azerbaycan  Agdas F. pseudograminearum 26.67 (£2.89) 3.7 (£0.68)
Fpg03  Azerbaycan  Agdas F. pseudograminearum 31.65 (£3.98) 4.58 (£0.63)
Fpg04  Azerbaycan Kirdemir F. pseudograminearum 36.57 (£3.21) 4.52 (£0.91)
Fpg05 Tarkiye Eskisehir F. pseudograminearum 36.52 (+3.27) 3.67 (x0.94)
FgO01 Azerbaycan  ismayilli F. graminearum 34.76 (+3.25) 5.97 (£0.38)
Fg02  Azerbaycan ismayill F. graminearum 37.1 (+£3.88) 6.4 (£0.98)
Fg03 Tarkiye Bolu F. graminearum 27.58 (£2.06) 5.96 (£0.78)
Fg04 Turkiye Bolu F. graminearum 29.48 (+3.81) 5.36 (+0.67)
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Gergeklestirilen tlre spesifik primeler ile yirttilen PCR calismalari sonucunda F. culmorum, F.
pseudograminearum ve F. graminearum izolatlari icin beklenilen boyutlarda, sirasiyla 570 bp, 520 bp ve 420 bp
amplifikasyon drlnleri elde edilmistir (Sekil 1).

F. culmorum F. pseudograminearum F. graminearum NT

Sekil 1. Ture spesifik PCR Urlnleri; 1-9: F. culmorum izolatlari, 10-14: F. pseudograminearum izolatlar, 15-18: F. graminearum
izolatlar, DNA markdr (M): GeneRuler 100 bp plus (Thermo Scientific, ABD) ve NT: Kontrol.

Figure 1. Species-specific PCR products; 1-9: F. culmorum isolates, 10-14: F. pseudograminearum isolates, 15-18: F.
graminearum isolates, DNA marker (M): GeneRuler 100 bp plus (Thermo Scientific, USA) and NT: non-template DNA.

Galismada kullanilan 32 izolat icin yedi iPBS markori ile toplamda 114 lokus Uretilmistir. Markor sistemi,
farkh Fusarium tirlerine ait izolatlar arasinda 6nemli bir degiskenlik saglayan ¢ok sayida fragment Gretmistir
(Sekil 2). iPBS-PCR'dan elde edilen ve tekrarlanabilir 114 amplifikasyon Uriiniinden 99'unun (%86.8) tirler
arasinda polimorfik oldugu tespit edilmistir (Cizelge 2). iPBS primerleri ile ¢cogaltiimis bantlarin sayisi primer
basina ortalama 16.3 olarak saptanirken, bu deger 11 (iPBS2395) ila 23 (iPBS2080) arasinda degismistir. En
ylksek polimorfik bant orani %92.9 ile iPBS2077 igin olusmus, en distik oran ise %77.6 ile iPBS2244 primerinden
elde edilmistir. Bu polimorfizm oranlar Albayrak et al. (2016)'nin geneli Tirkiye ve iran olmak lizere bugdaydan
elde edilmis olan 20 F. culmorum izolati ve 43 F. graminearum izolatinin 25 ISSR primeri ile gerceklestirdikleri
calismada elde ettikleri %5.92 polimorfizm oranina gore oldukca yuksektir. Benzer sekilde gerceklestirilen bir
calismada Sclerotiniaceae familyasinin 6 tlriine ait 34 izolat arasindaki tiirler arasi polimorfizm 6 iPBS markori
ile incelenmis ve olusan bantlarin %98 oraninda tiirler arasinda polimorfik oldugu gézlenmistir (Ozer et al,
2017).

F. culmorum F. pseudograminearum F. graminearum NT

- — —
S — e — o

Sekil 2. iPBS2242 primeri ile elde edilmis bant profilleri; 1-9: F. culmorum izolatlan, 10-14: F. pseudograminearum izolatlari,
15-18: F. graminearum izolatlari, DNA markdr (M): GeneRuler 100 bp plus (Thermo Scientific, ABD) ve NT: Kontrol.

Figure 2. Band profiles obtained with the iPBS2242 primer; 1-9: F. culmorum isolates, 10-14: F. pseudograminearum isolates,
15-18: F. graminearum isolates, DNA marker (M): GeneRuler 100 bp plus (Thermo Scientific, USA) and NT: non-template DNA.
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PIC ve RP degerleri iPBS markor sistemine ait kullanilan yedi primer icin hesaplanmis ve Cizelge 2'te
sunulmustur. PIC degerleri 0.10 (iPBS2244) ile 0.29 (iPBS2080) araliginda olup, primerler igin ortalama PIC degeri
0.17 olarak gergeklesmistir. Primerler icin ortalama RP degeri ise 4.23 olmus, en distk ve en ylksek RP
degerlerine PIC degerleri icin oldugu gibi sirasiyla iPBS2244 (2.00) ve iPBS2080 (9.43) primerlerinde gézlenmistir.

iPBS primerler ile elde edilen verilerin UPGMA kiimeleme analizi sonucu olusturulan dendrogram izolatlar 3
ana gruba ayirmistir ki her bir grup sadece bir tiire ait izolatlari icermektedir (Sekil 3). Bununla birlikte F.
culmorum izolatlarinin diger tim izolatlardan ayrildigi goérilmustir. Benzer sekilde iPBS markdrleri ile
gerceklestirilen diger calismalarda da farkli fungus tirleri yine ayri gruplar icerisinde yer almistir (Ozer et al,
2016). Bugdaydan elde edilen farkl trlerin ISSR markorleri ile incelendigi diger bir calismada da yine farkli
turler dendrogramda farkli gruplar icerisinde kiimelenmistir (Albayrak et al., 2016) Her bir tirin olusturdugu
grup icerisinde Turkiye ve Azerbaycan izolatlar farkh alt gruplara ayrilmistir. Structure Harvester analizlerinin
sonucu, Ug poptlasyon icin en iyi veri kiimesi sayisinin K = 3 oldugu ve 32 bireyden olusan U¢ popilasyonun
dendrogramdakine benzer bir dagilimla ¢ kiimeye ayrildigi saptanmistir. K = 3 Ln olasiliginin ortalamasinin en
ylksek degere (-476.0) sahip oldugu izlenmistir.

0zZ'o
or'o
090
080
o0l

o
(=]
[=]

0.05
Sekil 3. 32 Fusarium spp. izolatinin iPBS data matrisine dayandirilarak elde edilen UPGMA ve K = 3 igin izolatlarin Structure
barplot'ta dizilimi.
Figure 3. UPGMA tree based on iPBS combined data matrix for 32 Fusarium spp. isolates and Structure barplots for individuals
assignment results for K = 3.

iPBS markorleri ile elde edilen verilerin Ulzerine Popgene vyazilimi kullanilarak elde edilen genetik
parametreler olan gozlenen alleller sayisi (Ng Observed number of alleles), etkili alleller sayisi (N, effective
number of alleles), Nei'nin gen cesitliligi (h Nei's gene diversity) ve Shannon'in bilgi endeksi (/ Shannon's
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information index)'ne ait hesaplanan degerler Cizelge 4'te sunulmustur. Ayrica ortalama genetik varyasyon
derecesi (Gs: degree of genetic differentiation) ve tahmini gen akisi (Nm estimae of gene flow) degerleri sirasiyla
0.89 ve 0.06 olarak gerceklesmistir. Bu veriler, iPBS markdrlerinden elde edilen genetik varyasyonun buylk
oranla tur igerisinde degil turler arasindaki genetik farkliliklardan kaynaklandigini ortaya koymaktadir.

Cizelge 4. Fusarium spp. izolatlari icerisindeki populasyonlarin analiz edilen cesitli genetik cesitlilik indeksleri.
Table 4. Summary of various genetic diversity indices analyzed in populations of Fusarium isolates.
Markor
sistemi

Nq N. h 1 H: H; Gst Nm

Mean 187 139 025 040 033 003 089 006
St.Dev 034 028 0715 020 003 0004

Na Observed number of alleles; N. Effective number of alleles; h Nei's (1973) gene diversity; / Shannon's Information index; H:
heterozygosity; Hs average heterozygosity; Gs: degree of genetic differentiation; Nm estimae of gene flow.

iPBS

SONUC

Yiratulmus olan calismada kishk bugdaylarin kék ve kdk bogazindan elde edilmis Fusarium spp. izolatlari
morfolojik ve kiltir ozelliklerine dayandirilarak ve ayrica tire spesifik PCR metotu kullanilarak tanimlanmistir.
Elde edilen tirler igin farkli arastirmacilar tarafindan dnceki calismalarda dizayn edilen tire spesifik primerlerin F.
culmorum, F. pseudograminearum ve F. graminearum izolatlarinin tlr teshislerini dogrulamada oldukca etkin
oldugu gorilmistir. Bununla birlikte tespit edilmis tirlerin genetik varyasyonun incelenmesi igin literatlrde ilk
defa kullanilan retrotranspozon temelli iPBS markérlerinin ozellikle tirler arasi polimorfizmi ortaya koymakta
oldukca etkin oldugu ayrica tir igi olusturdugu polimorfizm neticesinde izolatlarin llkesel diizeyde cografik
kaynaklarina gore aynldigi izlenmistir. iPBS markor sistemi tek basina kullaniimasiyla elde edilen turler arasi
seviyedeki ylksek polimorfizm orani, tirlerin tanimlanmasinda ve herhangi bir dizi verisi olmadan tirler
arasindaki evrimsel iliskilerin aydinlatilmasi icin degerli bilgiler saglamistir.

TESEKKUR

Yazarlar olarak Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), International Maize and
Wheat Improvement Center (CIMMYT) ve Bolu Abant izzet Baysal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Birimine (Proje no: 2016.10.06.1072) calismanin yuritilmesinde maddi kaynak sagladigi icin tesekkir ederiz.
Ayrica Azerbaycan izolatlarinin elde edildigi hasta bitki 6rneklerini titiz bir sdrvey sonucunda bizlere ulastiran
Doc.Dr. Mustafa imren ve Dr. Abdelfattah A. DABABAT a tesekkiir ederiz.

KAYNAKLAR

Agusti-Brisach, C,, Raya-Ortega, M. C,, Trapero, C, Roca, L. F., Luque, F., Lépez-Moral, A, & Trapero A. (2018). First report of
Fusarium pseudograminearum causing crown rot of wheat in Europe. Plant Disease, 102(8), 1670-1670.

Albayrak, G., Yoruk, E., Gazdadli, A., & Sharifnabi, B. (2016). Genetic diversity among Fusarium graminearum and F. culmorum
isolates based on ISSR markers. Archives of Biological Sciences, 68(2), 333-343.

Aoki, T, & O'Donnell, K. (1999). Morphological and molecular characterization of Fusarium pseudograminearum sp. nov.,
formerly recognized as the Group 1 population of F. graminearum. Mycologia, 91(4), 597-609.

Bayraktar, H., & Dolar, F. S. (2009). Genetic diversity of wilt and root rot pathogens of chickpea, as assessed by RAPD and
ISSR. Turkish Journal of Agriculture and Forestry, 33(1), 1-10.

Chakraborty, S., Liu, C. J,, Mitter, V., Scott, J. B, Akinsanmi, O. A., Ali, S., & Simpfendorfer, S. (2006). Pathogen population
structure and epidemiology are keys to wheat crown rot and Fusarium head blight management. Australasian Plant
Pathology, 35(6), 643-655.

Earl, D. A. (2012). Structure Harvester: a website and program for visualizing Structure output and implementing the Evanno
method. Conservation Genetics Resources, 4(2), 359-361.

Finnegan, D. J. (1989). Eukaryotic transposable elements and genome evolution. Trends in Genetics, 5, 103-107.
Ji, L. J, Kong, L. X, Li, Q. S, Wang, L. S, Chen, D., & Ma, P. (2016). First report of Fusarium pseudograminearum causing
Fusarium head blight of wheat in Hebei Province, China. Plant Disease, 100(1), 220-220.

257



Alkan ve ark., Kislik Bugdaylarda Kok ve Kékbogazi Clriikliigiine Sebep Olan Fusarium spp. izolatlan Arasindaki Genetik Varyasyonun
Retrotranzpozon Temelli iPBS Markérleri ile incelenmesi

Leslie, J. F., & Summerell, B. A. (2006). The Fusarium laboratory manual. Blackwell Professional, Ames, 663 IA, USA; ISBN: 978-
0-813-81919-8.

Mishra, P. K., Fox, R. T., & Culham, A. (2003). Inter-simple sequence repeats and aggressiveness analyses revealed high
genetic diversity, recombination and long-range dispersal in Fusarium culmorum. Annals of Applied Biology, 143(3), 291-
301.

Mishra, P. K, Tewari, J. P, Clear, R. M., & Turkington, T. K. (2006). Genetic diversity and recombination within populations of
Fusarium pseudograminearum from western Canada. International Microbiology, 9(1), 65-68.

Monds, R. D., Cromey, M. G., Lauren, D. R., Di Menna, M., & Marshall, J. (2005). Fusarium graminearum, F. cortaderiae and F.
pseudograminearum in New Zealand: molecular phylogenetic analysis, mycotoxin chemotypes and co-existence of
species. Mycological Research, 109(4), 410-420.

Mueller, B. D., Groves, C. L, Holtz, D., Deutsch, A., & Smith, D. L. (2018). First report of Fusarium culmorum causing Fusarium
head blight of wheat in Wisconsin. Plant Disease, 102(5), 1028-1028.

Muszewska, A., Hoffman-Sommer, M., & Grynberg, M. (2011). LTR retrotransposons in fungi. PLoS One, 6(12), e29425.

Nicholson, P, Simpson, D. R, Wilson, A. H., Chandler, E, & Thomsett, M. (2004). Detection and differentiation of
trichothecene and enniatin-producing Fusarium species on small-grain cereals. In Molecular Diversity and PCR-detection
of Toxigenic Fusarium Species and Ochratoxigenic Fungi, Springer, Dordrecht, pp. 503-514.

O'Donnell, K., Cigelnik, E., & Nirenberg, H. I. (1998). Molecular systematics and phylogeography of the Gibberella fujikuroi
species complex. Mycologia, 90(3), 465-493.

Ozer, G, & Bayraktar, H. (2015). Intraspecific variation within Fusarium oxysporum f. sp. cumini from Cuminum cyminum in
Turkey. International Journal of Agriculture and Biology, 17(2), 375-380.

Ozer, G, Bayraktar, H., & Baloch, F. S. (2016). iPBS retrotransposons ‘A Universal Retrotransposons’ now in molecular
phylogeny of fungal pathogens. Biochemical Systematics and Ecology, 68, 142-147.

Ozer, G., Sameeullah, M., Bayraktar, H. & Gére, M. E. (2017). Genetic diversity among phytopathogenic Sclerotiniaceae, based
on retrotransposon molecular markers. Phytopathologia Mediterranea, 56(2), 251-258.

Ozer, G, & Bayraktar, H. (2018). Genetic diversity of Fusarium oxysporum f. sp. cumini isolates analyzed by vegetative
compatibility, sequences analyses of the rDNA IGS region and iPBS retrotransposon markers. Journal of Plant Pathology,
2, 225-232.

Pourmahdi, A, & Taheri, P. (2015). Genetic Diversity of Thanatephorus cucumeris Infecting Tomato in Iran. Journal of
Phytopathology, 163(1), 19-32.

Pritchard, J. K, Stephens, M., Rosenberg, N. A., & Donnelly, P. (2000). Association mapping in structured populations. The
American Journal of Human Genetics, 67(1), 170-181.

Prevost, A, & Wilkinson, M. J. (1999). A new system of comparing PCR primers applied to ISSR fingerprinting of potato
cultivars. Theoretical and Applied Genetics, 98, 107-112.

Rohlf, F. J. (2000). NTSYS-pc, numerical taxonomy and multivariate analysis system, vol v. 2.1. Exceter Software, New York.

Roldan-Ruiz, I., Dendauw, J., Vanbockstaele, E., Depicker, A., & De Loose, M. (2000). AFLP markers reveal high polymorphic
rates in ryegrasses (Lolium spp.). Molecular Breeding, 6, 125-134.

§kipars, V., Siaredzich, M., Belevich, V., Brunevica, N., Brina, L, & Rungis, D.E. (2018). Genetic differentiation of Phoma sp.
isolates using retrotransposon-based iPBS assays. Environmental and Experimental Biology 16(4), 307-314.

Pettitt, T., Xu, X., & Parry, D. (2003). Association of Fusarium species in the wheat stem rot complex. European journal of plant
pathology, 109(7), 769-774.

Pettitt, T. R, Parry, D. W., & Polley, R. W. (1996). Effect of temperature on the incidence of nodal foot rot symptoms in winter
wheat crops in England and Wales caused by Fusarium culmorum and Microdochium nivale. Agricultural and Forest
Meteorology, 79(4), 233-242.

Rohweder, D., Valenta, H., Sondermann, S., Schollenberger, M., Drochner, W., Pahlow, G., & Danicke, S. (2011). Effect of
different storage conditions on the mycotoxin contamination of Fusarium culmorum-infected and non-infected wheat
straw. Mycotoxin Research, 27(2), 145-153.

Schulman, A. H., Flavell, A. J., & Ellis, T. H. N. (2004). The application of LTR retrotransposons as molecular markers in plants.
Methods in Molecular Biology, 260, 145-175.

Tunali, B, Nicol, J. M., Hodson, D., Uckun, Z., Buyuk, O. Erdurmus, D. & Badgci, S. A. (2008). Root and crown rot fungi
associated with spring, facultative, and winter wheat in Turkey. Plant Disease, 92(9), 1299-1306.

258



Alkan ve ark., Kislik Bugdaylarda Kok ve Kékbogazi Clriikliigiine Sebep Olan Fusarium spp. izolatlan Arasindaki Genetik Varyasyonun
Retrotranzpozon Temelli iPBS Markérleri ile incelenmesi

Voigt, K, Schleier, S., & Briickner, B. (1995). Genetic variability in Gibberella fujikuroi and some related species of the genus
Fusarium based on random amplification of polymorphic DNA (RAPD). Current genetics, 27(6), 528-535.

Waalwijk, C., de Koning, J. R, Baayen, R. P., & Gams, W. (1996). Discordant groupings of Fusarium spp. from sections Elegans,
Liseola and Dlaminia based on ribosomal ITS1 and ITS2 sequences. Mycologia, 88(3), 361-368.

Wu, J., Xie, X, Shi, Y, Chai, A, Wang, Q. & Li, B. (2019). Analysis of pathogenic and genetic variability of Corynespora
cassiicola based on iPBS retrotransposons. Canadian Journal of Plant Pathology, 41(1), 76-86.

Wulff, E. G., Serensen, J. L, Libeck, M., Nielsen, K. F., Thrane, U., & Torp, J. (2010). Fusarium spp. associated with rice
Bakanae: ecology, genetic diversity, pathogenicity and toxigenicity. Environmental Microbiology, 12(3), 649-657.

259



