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OZET

Solanum americanum EKOTIPLERININ YAPRAK LEKE HASTALIK ETM_ENi
Stemphylium solani'YE KARSI REAKSTYONLARININ BELIRLENMESI

Abdellahi GALLEDOU
Yiiksek Lisans, Bitki Koruma Anabilim Dal
Damisman: Dog. Dr. Ozer CALIS
Haziran 2025 ; 60 sayfa

Diinyada en yaygin olarak yetistirilen Solanaceae familyasindan domates (Solanum
lycopersicum) olup insan beslenmesinde vazgecilmez rolii bulunmaktadir. Ancak
domates iiretimini kisitlayan, bitkilerin fotosentez yetenegini yok ederek biiylik ekonomik
kayiplara sebep olan fungal hastaliklar bulunmaktadir. Son yillarda, kiiresel iklim
degisikligi nedeniyle Tiirkiye'de Akdeniz ve Ege bdlgelerinde gri yaprak lekesi
hastaligina sebep olan Stemphylium solaninin neden oldugu enfeksiyonlarda 6nemli artis
gozlenmistir. Ozellikle Tiirkiye'nin kislik domates iiretiminin %60 dan fazlasini
karsilayan Antalya’da nem ve sicaklik artisi sebebiyle gri yaprak lekesi hastaligi
yogunlagmaya baglamistir. Yogun kislik domates iiretiminin yapildig1 plastik seralarda
fungal S. solani kaynakl gri yaprak lekesi hastaliginda ciddi artis goriilmiis olup etmenin
kontroliinde en iyi miicadele yontemi dayanikli gesitlerin gelistirilmesidir. Ancak
domatesin gen kaynaginin Tiirkiye olmamasi, dayanikli ticari cesitlerin piyasada
bulunmamasi nedeniyle genetik olarak dayanikli gesitlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
calisma domatesin ¢ok yakin akrabasi olan Solanum americanum bitkisinin 25 ekotipini
ve Antalya’dan izole edilen S. solani ile testlenerek fenotipik reaksiyonlarini ortaya
koymak ve bu fungal patojene karsi genetik olarak dayanikli S. americanum ekotiplerini
belirlemeyi amaglamaktadir. Fungal hastalik etmeni plastik serada yetistirilen domates
bitkileri iizerinden izole edilerek morfolojik ve molekiiler olarak tanimlanmistir.
Tanimlamas1 yapilan S. solani fungal izolat1 ile yapilan inokiilasyonlarda 25 ekotipin
hastaliga kars1 reaksiyonlar1 belirlenerek test edilen ekotiplerden 6 adedi dayanikli 3
adedi orta dayanikli 16 adedi ise bu hastalik etmenine hassas bulunmustur. Tiim genetik
ozellikleri bilinen S. americanum bitkisinin kullanilmasiyla ilk defa bir model bitkide bu
hastaligin karakteristik 6zellikleri ortaya konmustur. Elde edilen genetik olarak gerek
dayanikli bitkiler gerekse de hassas bitkilerdeki genlerin kullanilmasiyla ticari domates
cesitlerinin gelistirilmesinin 6nii agilmistir.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF Solanum americanum ECOTYPE REACTIONS
AGAINST THE GRAY LEAF SPOT DISEASE CAUSED BY Stemphylium solani

Abdellahi GALLEDOU
M.Sc. Thesis in Plant Protection
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozer CALIS
June 2025; 60 pages

The most widely grown tomato from Solanaceae family has an indispensable role in
human nutrition in the world. However, there are fungal diseases that limit tomato
production and destroy the photosynthetic ability of the plants, causing great economic
losses. In recent years, due to global climate change, there has been a significant increase
in infections caused by Stemphylium solani, which causes gray leaf spot disease in the
Mediterranean and Aegean regions of Tiirkiye. Especially in Antalya which produces
more than 60% of Turkey's winter tomato production, gray leaf spot disease has
commenced to intensify due to the increase in humidity and temperature. A serious
increase has been seen in gray leaf spot disease caused by fungal S. solani in plastic
greenhouses where intensive winter tomato production is carried out, and the best method
of control of the agent is the development of resistant varieties. However, Turkiye has
neither genetic source of tomatoes nor resistant commercial varieties available on its
market. Hence, genetically resistant varieties are needed to control the fungal disease.
This study aims to test 25 ecotypes of Solanum americanum, a very close relative of
tomato, with S. solani isolated from Antalya to reveal their phenotypic reactions and to
determine genetically resistant S. americanum ecotypes against this fungal pathogen. The
fungal disease agent was isolated from tomato plants grown in plastic greenhouses and
identified morphologically and molecularly. In inoculations with the identified S. solani
fungal isolate, the reactions of 25 ecotypes against the disease were determined as 6 of
the tested ecotypes were found to be resistant, 3 of them are moderately resistant and 16
were found to be susceptible to this disease agent. Using the S. americanum plant, which
has all known genetic characteristics, their genetic features to the pathogen have revealed
for the first time as a model plant. The development of commercial tomato varieties has
been paved by using the genes obtained from both genetically resistant and susceptible
plants.

KEYWORDS: Solanum americanum, Stemphylium solani, Tomato, Gray Leaf Spot
Disease
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ONSOZ

Stemphylium solani'nin neden oldugu gri yaprak lekesi, 6zellikle Tiirkiye'nin
giineyindeki Antalya gibi nemli ve sicak bolgelerde domates yetistiriciligini etkileyen
onemli bir fungus hastaligidir. Bu hastalik, 6zellikle aktif yaprak yiizeyinin azalmasi
nedeniyle 6nemli verim kayiplarina neden olmaktadir. Bu da fotosentezin azalmasina ve
bitkinin zayiflamasina yol agmaktadir.

Bu calismada, 25 Solanum americanum ekotipinin S. solani'ye karsi reaksiyonlari,
hassas iki kiiltiir ¢esidi olan domates (Solanum Ilycopersicum) ve biber (Capsicum
annuum) ile paralel olarak degerlendirilmistir. Patojenisite testleri, ekotipler arasinda
genetik dayaniklilik agisindan énemli farkliliklar oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle
kiiclik yaprak lezyonlar1 birleserek ileri nekroz ve yapraklarin tamaminin 6lmesine sebep
olarak kiiltiir bitkilerinden daha ciddi semptomlar olusturmustur.

Calismalarim boyunca danismanim Dog. Dr. Ozer CALIS'a, iki yil boyunca
gosterdigi sabir, rehberlik, bana kattig1 bilimsel titizlik ve arastirma tutkusunu igin ¢ok
tesekkiir ederim. Onun sabri, pedagojisi ve biiylik entelektiiel comertligi sayesinde,
mikoloji laboratuvarinda ¢calismanin tekniklerini ve gerekliliklerini, temellerinden en ileri
diizeydeki uygulamalara kadar 6grenebildim. Siirekli bagliligi, her zaman hazir olmasi ve
bana duydugu giiven, kariyerimi derinden etkiledi ve hem bilimsel hem de insani agidan
bana aktardig her sey i¢in ona sonsuza kadar minnettar kalacagim.

Molekiiler c¢aligmalar sirasinda, ozellikle DNA ekstraksiyonu ve PCR
reaksiyonlar1 konusunda degerli yardimlari i¢in meslektasim Abdul Razak AHMAD'e ve
bu analizleri en iyi kosullarda gergeklestirmeme olanak saglayan Dog¢. Dr. Hakan
FIDAN'a hocama ictenlikle tesekkiir ederim.

Sevgisi, sabr1 ve siirekli destegi her zaman benim en biiyiikk giiciim olan
biiyiikanneme (Tocka Pollel DIAGANA) ve anneme (Assa WAGUE) derin
tesekkiirlerimi sunarim. Onlarin sefkatli varligi bu yolculugun her agamasinda bana eslik
etti. Dualariniz, tesvikleriniz ve sarsilmaz giiveniniz i¢in tesekkiir ederim. Ayrica, bu
maceram boyunca bana biiyiik bir destek olan babama ve tiim aileme de tesekkiir ederim.

Yuksek lisans tezimi en iyi kosullarda yiirlitmemi saglayan burs destegi i¢in
Yurtdist Tirkler ve Akraba Topluluklar Baskanligi’na (YTB) icten tesekkiirlerimi
sunarim.
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1. GIRiS

Domates, Solanaceae familyasina ait olup, biyolojik olarak bir meyve olmasina
ragmen bitki insan beslenmesinde énemli bir sebze olarak kabul edilmektedir. Diinya
genelinde domates iiretimi 2022'de yaklasik 186 milyon ton olarak gerceklesmis olup,
baslica tireticiler Cin (%37'lik pay ile), Hindistan ve Tiirkiye olmustur (FAO, 2022). Bu
sebze ¢ig olarak, salata, sal¢ca veya meyve suyu seklinde tiikketilmekte olup ayn1 zamanda
taze trlinlerden veya endiistriyel olarak islenmis iirinlerden yapilan ¢esitli yemeklerde
pisirilerek kullanilmaktadir (Anonymous, 2022).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii'niin (FAO, 2022) istatistiksel veri
tabanina gore 2016'dan 2022'ye kadar diinya genelinde domates iiretimi, izlenmis ve
analiz edilmistir. Buna gore 2022'de diinya domates tiretiminin 186.107.972 metrik ton
olarak bulunmug 2021'de gerceklesen 189.281.485 ton iiretimle kiyaslandiginda %1,7'lik
bir azalma yasandigi gozlemlenmistir. Cin, diinya genelinde yaklasik 68 milyon ton
tretimiyle toplam tretimin %37'sini karsilayarak en biiyilik iiretici konumunda yer
almistir. Tirkiye yaklasik 13 milyon ton iiretimle 6nemli bir katki saglamig ve bu
sektordeki baslica iireticilerden biri olma pozisyonunu pekistirmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. 1. Diinya geneline en ¢ok domates iiretimi yapan iilkelerin {iretim miktarlar
(ton) (FAO, 2022).

Ulke 2022 2021 2020 2019 2018 2017
Cin 68.241.811 [66.505.512 | 64.679.453 | 62.869.502 | 60.919.328 | 59.108.957
Hindistan | 20.694.000 | 21.181.000 | 20.550.000 | 19.007.000 | 19.759.000 | 20.708.000
Tiirkiye |13.000.000 | 13.095.258 | 13.204.015 | 12.841.990 | 12.150.000 | 12.750.000
ABD 10.199.753 110.434.442 1 10.939.109 | 10.858.982 | 12.613.090 | 11.138.620
Misir 6.275.444 |6.389.295 [6.493.950 |6.814.460 |6.777.754 |6.729.004
Italya 6.136.380 [6.644.790 [6.247.910 |5.777.610 |5.798.100 |6.015.868
Meksika [4.207.889 |4.149.241 |4.137.342 |4.271.914 |4.559.375 |4.243.058
Brazilya |3.809.986 |3.679.256 |3.757.078 |3.920.997 |4.126.988 |4.225.414
Nijerya [3.684.566 |3.477.981 |3.390.170 |3.499.022 |3.500.000 |2.809.200
Ispanya |3.651.940 |4.754.380 |4.312.900 |5.000.560 |4.768.600 |5.163.466
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1.1 Tiirkiye’de Sebze Uretimi

Sebze iiretiminde en biiylik payr domates olusturmaktadir ve bu oran %41-42
arasinda degismektedir (Sekil 1). Tiirkiye’de yillik domates iiretimi 13 milyon ton
civarindadir. Domatesin ardindan en fazla iiretilen sebzeler sirasiyla 3.9 milyon ton ile
karpuz, 2.6 milyon ton ile biber, 2.2 milyon ton ile kuru sogan, 1.9 milyon ton ile hiyar
ve 1.8 milyon ton ile kavundur (TUIK 2020). Sebze iiretiminde Akdeniz Bélgesi basta
olmak iizere iilke genelindeki iiretimin yaklasik %26°s1 bu bolgeden saglanmaktadir. Ege
Bolgesi ise %22’lik payiyla ikinci sirada yer almaktadir. Marmara Bolgesi %20, Orta
Karadeniz %12, Orta Anadolu %10 ve Glineydogu Anadolu Bolgesi ise %9 oraninda
sebze tiretimine katkida bulunmaktadir (Salk vd. 2008; Demir ve Akgiin 2014).
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Sekil 1.1. Tiirkiye’de en cok domates iiretiminin yapildig: iller.

—r—

1.2. Domates (Solanum lycopersicum) Bitkisinin Orijini ve Tarihgesi

Giliney Amerika'daki And Daglari'na 6zgii olan domates, yerli ¢iftciler tarafindan
kiltiire alinmis ve 6zellikle "xitomatl" adin1 veren Aztekler tarafindan Kolomb 6ncesi
kiiltiirlerine entegre edilmistir. Azteklerin fethinden sonra Ispanyollar tarafindan
Avrupa'ya tanitilan bu bitki, 16. yiizyilda italya, Ispanya ve Portekiz'de popiilerlik
kazanmistir. Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika'da ilk yillarda ¢ok yetistirilmemesine
ragmen domates, Thomas Jefferson ve Robert Gibbon Johnson gibi isimlerin yardimiyla
genis capta kabul gérmiis ve yetistirilmeye baslanmistir (Simith 1994). Bir¢ok bolgede
19. ylizyilda 6nemli bir bilesen haline gelmis ve 20. yiizyilda dayanikli ve tiretkenligi
artirmak i¢in hibrit ve genetigi degistirilmis ¢esitler gelistirilmistir. Giiniimiizde domates,
dayanikli ¢esitler ve siirdiiriilebilir yetistirme uygulamalar1 iizerine devam eden
arastirmalarla birlikte Gnemli bir tarim {irtinii ve kiiresel bir temel gida maddesi olmustur
(Smith 1994).

Insanoglu domatesin bir sonraki nesillerinde ayn1 bitkilerin iiretilebilmesini amag
edinmigstir. Bu ancak genetik 6zelliklerinin sabitlenmesiyle domates iiretimi miimkiin
olmustur. Giiney Amerika'dan bir kiiltiir ve yabani ¢esitlerin DNA siralama verileri
sayesinde, kiiltiir siireci daha iyi anlasiimaktadir. Domates, Ispanyollarin Giiney
Amerikay1 fetihlerinden 6nce Meksika'da yaygin olarak yetistirilmekteydi. Yabani S.
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pimpinellifolium tiriniin, Peru ile Ekvator arasinda bulundugu ve bu tiiriin kiiltiire
alinmis domatese en yakin yabani tiir oldugu bilindiginden, Meksika'ya getirilen domates
orneklerinin ilk kiiltiir asamalarindan gegmis oldugu anlagilmaktadir (Rick 1976).

Domatesin ilk yabani formlar1 Peru ve Ekvator’un dag vadilerinde yetismektedir.
Domatesin kiiltiir bitkisi olarak yaklagik 8.000 yil 6nce bu bdlgelerde yetistirilmeye
baslandig1 ve daha sonra Meksika'ya yayildigi, burada Aztekler tarafindan kiiltiire
alindig1 disiiniilmektedir (Rick 1995; Peralta ve Spooner 2007). XVI. yiizyilda Aztek
Imparatorlugu'nun fethedilmesinin ardindan, ispanyol kasifler domatesi 1544 civarinda
Avrupa'ya tamtmuslardir ve ilk olarak Italyan bitki bilimci Pietro Andrea Mattioli
tarafindan "altin elma" (pomo d’oro) olarak tanimlanmistir (Peralta vd. 2008).

Domatesin Solanaceae familyasina ait olmasi ve bu ailenin eski diinya
topraklarinda S. nigrum (it , kopek iiziimii) gibi zehirli, toksik bitkileri igermesi nedeniyle,
domates baslangicta siipheyle karsilanmis ve genellikle siis bitkisi olarak yetistirilmistir
(McCue 1952). Ozellikle 18. yiizyilda, Giiney Avrupa'da, italya da domatesin gida olarak
tilketilmeye baslanmasi kabul gérmiistiir (Jenkins 1948). Sonraki 19. yiizyildan itibaren,
tarimsal ilerlemeler ve ticaretle birlikte artan aligveris sayesinde domates diinya ¢apinda
yayilmaya baslamistir (Paran ve Van-der-Knaap 2007). Bugiin, diinya ¢apinda en ¢ok
yetistirilen ve tiiketilen sebzelerden biridir (Bai ve Lindhout 2007).
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Sekil 1.2. Domatesin kiiltiire alinma siireci ve diinyaya yayilmasi.

Domates bitkisinin govdesi koseli, bogum aralarinda kalin ve tiylidiir.
Biiytimenin baslangicinda otsu bir kivama sahiptir, ancak yasla birlikte kismen odunsu
hale gelme egilimindedir. Baslangi¢cta monopodial olan govde biiyiimesi, 4 ila 5 yaprak
ortaya ciktiktan sonra sempodial hale gelir. Bu, terminal tomurcuklar ¢igek verirken veya
iptal olurken, koltuk alt1 tomurcuklarinin birbirini takip eden dallar iireterek devraldig:
anlamina gelmektedir. Bu aksiller tomurcuklardan ¢ikan siirgiinler her diiglimde yaprak
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tagir ve ayrica bir ¢igek salkimiyla sonlanmaktadir. Degisken 10 ila 25 cm uzunlugunda
olan yapraklar bilesik, imparipinnat ve bes ila yedi derin girintili yaprak¢iktan
olugsmaktadir. Yaprak ayasinin kenar1 dislidir. (Chaux ve Foury 1994) belirttigi gibi, yash
yapraklar yavas yavas fotosentetik kapasitelerini kaybederler ve meyve biiyiimesini
yavaglattiklart i¢in bitki i¢in zararli hale gelebilirler. Bu nedenle yetistiriciler, 6zellikle
olgunlasan meyveler lizerinde her hafta tekrarlanmasi gereken yogun emek gerektiren bir
islem olan bu yapraklari diizenli olarak temizlemek zorundadir.

Domates bitkinin kok sistemi fasikiillii, genis ve nispeten sigdir, bu da onu
kuraklik donemlerinde su stresine karst hassas hale getirmektedir. Bu kokler s1g olmasina
ragmen oldukga dallidir ve verimli, iyi drene edilmis topraklarda su ve besin maddelerinin
iyi bir sekilde emilmesini saglamaktadir. Ancak, toprak kaynakli hastaliklara, 6zellikle
de kok cliriimesine ve solgunluga neden olabilen Fusarium, Rhizoctonia ve Verticillium
gibi patojenik funguslara kars1 savunmasizdirlar. Iyi bir kok gelisimini tesvik etmek icin
topragin diizenli olarak havalandirilmasi ve dengeli bir organik giibreleme yapilmasi
onerilmektedir. Yogun sera yetistiriciligi baglaminda, bitkinin genel biiyiimesine zarar
verebilecek kok stresinden kaginmak i¢in sulama ve substrat tuzluluguna 6zellikle dikkat
edilmelidir (Agrios 2005).

Domates bitkisinin siniflandirmasi modern taksonomi igerisinde asagida oldugu
gibi yapilmis olup Solanacea familyasi iginde biber, patates, patlican, tiitlin, aycicegi gibi

pek ¢ok ticari 6nemli tiirler bulunmaktadir (anonim).

Cizelge 1. 2. Domates bitkisinin modern taksonomide siniflandirmast,

Alem: Plantae
Alt Alem: Tracheophyta
Ust Béliim: Spermatophyta
Bolim: Angiospermae
Smif: Magnoliopsida
Alt Sinif: Asteridae
Takim: Solanales
Familya: Solanaceae
Cins: Solanum
Tiir: Solanum lycopersicum
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Domatesin bulundugu Solanacea familyasi icerisinde yer alan Solanum
americanum, Ozellikle kuraklik gibi abiyotik stres donemlerinden sonra veya patojenik
saldirilar sirasinda, ozellikle Stemphylium solani'nin neden oldugu gibi fungal yaprak
hastaliklar1 sirasinda yaprak rejenerasyonu i¢in dikkate deger kapasitesi ile One
cikmaktadir. Genellikle daha hassas olan ve yapraklarini hizla yenileyemeyen bir kiiltiir
tiirli olan domatesin (S. lycopersicum) aksine, S. americanum istiin vejetatif 6zelligi
nedeniyle canlilik gostermektedir. Bu ise yabanci otun savunma ve dayaniklilik
mekanizmalarini incelemek i¢in 6zellikle ilging bir bitki haline getirmektedir (Ahmed vd.
2024).

Son yillarda yapilan ¢alismalar S. americanum'un diger Solanaceae tiirlerini
enfekte eden Phytophthora infestans'a karst savunma mekanizmalart aragtirilmis, basta
Oomycetes patojenleri olmak tlizere, kokleri ve yapraklar enfekte eden ¢cok sayida etmene
kars1 S. americanum bir model bitki olarak kullanilmaya baglamistir. Yabanci ot olarak
kabul edilen bu tiir, giderek artan bir bilimsel ilgi kaynagi olarak yer almaktadir. S.
americanum'un basta fungal patojenlere kars1 dogal dayaniklilik kaynagi olma ozelligi
nedeniyle tiim genomik yapisi yeni nesil sekanslama ile ortaya ¢ikarilmistir. Tiim bunlara
ilave olarak bu yabanciotun Onemi, sirdiiriilebilirlik, bitki saglhigini tehdit eden
patojenlere kars1 kullanilan pestisitlerin azaltilmasi baglaminda Solanaceous tiriinlerin
genetik olarak korunmasindaki potansiyel rolii her gegen giin artmaktadir (Lin vd. 2021).

Nitekim yapilan calismalar S. americanum'da ge¢ yaniklik hastaligi etmeni
Phytophthora infestans a karst korunmus bir efektdr proteinden olusan karmagik
dayaniklilik lokuslarini tanimlanmistir. Bu dayaniklilik genlerinin kodladiklart niikleotid
baglayici 16sin bakimindan zengin tekrarlardan (NBS-LRR)) olusan protein yapisinin P.
infestans patojeninin efektor protein Avrblb2'yi spesifik olarak tanimlamasiyla hizli ve
etkili bir dayaniklilig1 sistemi olusturdugu belirlenmistir (Witek vd. 2021). Yapilan
calisma, S. americanum ve oomycete patojenleri arasinda yakin bir evrim oldugunu
gostermekte ve bu yabani tiirlin hastaliklara dayaniklilik agisindan genetik zenginlige
sahip oldugunu gostermektedir (Witek vd. 2021).

Genel olarak yabani otlar, farkli ortamlara uyum saglamalarina olanak taniyan bir
ozellik olan fenotipik plastisiteleri ile karakterize edilirler. Herhangi bir ortamda, bu
bitkilerin popiilasyonlari, torunlarina aktarilabilecek evrimsel genetik degisikliklere
ugrayabilir (Pitelli ve Pavani 2004) Sonug¢ olarak, yabanci otlar farkli kontrol
yontemlerine farkli tepkiler verebilir. Bu nedenle, cevresel kosullara bagli olarak
davraniglarini daha iyi anlayabilmemiz i¢in biyolojileri hakkinda derinlemesine arastirma
yapilmasi sarttir (Bianco vd. 2004).

Bu yabanci ot bitki ile patojen arasindaki etkilesimlerin gen-i¢in-gen kuralina
uymast (Bent 1996) ayrica S. americanum bitkisinin Onemli ticari tiirler olan
Patlicangiller icerisinde olmasi nedeniyle daha once Patlicangillerde hastalik yapana
patojenlere kars1 dayaniklilik genlerini bulmak, patlicangillere bu dayaniklilik genlerini
kazandirmak i¢in genetik bir kaynak olma potansiyeli olusturmaktadir. Elde edilen
sonuglar ayrica, dogal savunmanin molekiiler mekanizmalarin1 daha iyi anlamak i¢in bu
bitkinin bitki patolojisinde bir model bitki olarak ¢alisilmasi gerektigini dogrulamaktadir
(Ahmed vd. 2024).



GIRIS A.GALLEDOU

Bu proje calismasi domatesin ¢ok yakin akrabasi olan it iiziimii, kopek tiziimii
olarak bilinen S. americanum bitki ekotiplerinde domates tiretimini kisitlayan gri yaprak
lekesi hastalik etmenine kars1 reaksiyonlarin belirlenmesi, genetik dayaniklilik kaynagi
olarak kullanilma potansiyelinin ortaya konulmasini amaglamaktadir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Model Bitki Olarak S. americanum

Solanaceae familyasinin bir iiyesi olan ve yaygin olarak Amerikan itlizimii olarak
bilinen S. americanum, Giiney Amerika kokenli olup diinya c¢apinda yaygin olarak
dagilmaktadir (Moon vd. 2021; Sharma vd. 2022). S. americanum, diinya ¢apinda 6nemli
bir tamamlayici gida kaynagi ve besin takviyesi olan yenilebilir yabani yaprakli bir
sebzedir (Lim 2013). S. americanum yakin akraba tiirii olan Tirkiye ve diger asya
iilkelerinde yetisen S. nigrum ile benzer morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri
tasimaktadir. Ozellikle, her iki tiir de yapraklarinda ve yesil meyvelerinde solasonin,
solanin ve diger alkaloidleri igermektedir (Nelis vd. 1997). Diploid S. americanum ve
tetraploid S. nigrum arasindaki tiirler aras1 ¢aprazlamalarin verimli melezler tirettigi
gbézlemlenmistir. Bu durum iki tiir arasinda yakin bir genetik iliski oldugunu
gostermektedir (Lee vd. 2023). Bol miktarda alkaloid icermesi nedeniyle, S. americanum
yapraklarinin suyu geleneksel aromatik tipta konjonktivit ve dermatofitoz dahil olmak
tizere kronik konjonktivit ve cilt rahatsizliklarini tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir (Lim
2012).

Model bitkiler, bitki-patojen etkilesimlerini, hastaliklara karst dayaniklik
mekanizmalarini ve bitkilerin genetik ¢esitliligini incelemek icin fitopatoloji alaninda
hayati bir rol oynamaktadir. Model bitkiler igerisinde basta Arabidopsis thaliana (Jones
vd. 2006), misir (Gaut vd. 2000; Strable ve Scanlon 2009), domates (Meissner vd. 1997),
bugday (Feldman vd. 2012) ve geltik (Izawa ve Shimamoto 1996) gibi birgok tiir yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu bitkiler, genetik erisilebilirlik ve hizli biiylime gibi avantajh
ozelliklere sahiptir ve bdylece bitki hastaliklarinin karmasikligini ve tarimsal o6zellikleri
analiz etmek ic¢in kontrollii bir ortam saglamaktadir. Yapilan arastirmalar, bitkilerin
savunma mekanizmalarini, patojenlerin viriilans faktorlerini ve dayanikli ya da
hassasiyetlik iligkilerini, molekiiler siire¢leri anlamak acisindan kritik 6nem tasimaktadir.
Bu bilgiler, hastaliklara dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi ve tarimsal verimliligin
artirilmast i¢in temel olusturmaktadir (Dangl vd. 2013).

Model bitkiler, fitopatolojideki 6nemlerinin yani sira, bitki genomlarinin evrimsel
dinamiklerini incelemek igin de kritik bir rol oynamaktadir. Ornegin, misir, heterozis
(melez giicii), epigenetik ve niteliksel kalitim gibi karmasik biyolojik olaylar1 incelemek
icin yaygin olarak kullanilmis ve bu biyolojik siire¢ler hakkindaki bilgilerimizi
derinlestirmistir (Strable ve Scanlon 2009).

Model bitki 4. thaliana yaygin olarak kullanilsa da Solanaceae (patlicangiller)
ailesinde S. americanum bitki-patojen iliskilerinin arastirilmasinda onemli bir yer
tutmaktadir (lin vd. 2023). Ancak bu familya icerisinde domatesin (S. lycopersicum L.)
zengin genetik yapisinin yaninda bu model bitkinin ¢esitli viriis, bakteri, fungus ve
nematod patojenleriyle olan etkilesimlerini analiz etmek ve dayanikli ve hassas genlerini
tanimlamak i¢in 6nemli bir model oldugu son yillarda vurgulanmistir (Andolfo vd. 2014).
S. americanum Mill. Bitkisi halk arasinda karakus tiziimii, it iiziimii olarak da bilinmekte
olup son yillarda bu yabanc1_otlar bitki-patojen etkilesimlerini incelemek i¢in umut verici
bir model olarak 6ne ¢ikmaya baglamistir. Bu artan ilgi, 6zellikle S. americanum’un
morfolojisini ve bitki-patojen iligkilerini gelistirme potansiyelini daha derinlemesine
arastirmanin dnemini ortaya koymaktadir (Moon vd. 2021).
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2.2. Domates Fungal Yaprak Lekesi Hastalik Etmenleri
2.2.1. Stemphylium solani

Hastalik etmeni fungus Stemphylium cinsi igerisinde Stemphylium solani,
Stemphylium floridanum ve Stemphylium lycopersici gibi birkag tiirli domateste gri
yaprak lekesine neden olmaktadir (Sun vd. 2020). Hastalik etmeni Stemphylium spp.
diinya capinda domates i¢in en yikict fungal hastaliklarindan birisi olup domates
yetistirilen tiim bolgelerde yaygin goriilmeye baslamis olup her gecen yil fungal
etmenden dolay1 olusan hastaliklar daha da yayginlagsmaktadir (Hay vd. 2021).

Cizelge 2. 1. Hastalik etmenin taksonomik siniflandirmasi asagida verilmistir.

Alem: Fungi

Bolim: Ascomycota

Smif: Dothideomycetes

Takim: Pleosporales

Familya: Pleosporacea

Cins: Stemphylium

Tiir: Stemphylium solani weber (1930).

Kaynak : https://en.wikipedia.org/wiki/Stemphylium_solani

Bagsta domateste hastalik yapan S. solani, domates yapraklarinda gri yaprak lekesi
belirtilerini olugturmakta olup zamanla bu lekeler birleserek yapraklarda agik kahverengi
ve gri lezyonlar, her bir lekenin etrafinda tipik sar1 klorotik alanlar kendini gostermektedir
(Vakalounakis vd. 2013). Hastalik ilerledikg¢e, bu lekeler birlesebilir ve genis capli nekroz
ile yaprak dokiilmelerine yol agabilmekte, bu durumda bitkilerin fotosentez iiretim
bozulmakta ve iirlin verimi azalmaktadir (Cedefio vd. 1997). Hastalik etmeni fungus
enfekte ettigi bitki dokularinda once konidioforlar iizerinde ¢ok hiicreli konidilerin
iretimi ile baglamaktadir. Bu konidia sporlar, ¢ogunlukla riizgar, su veya enfekteli aletler
araciligiyla yayilmaktadir. Olumsuz sartlar1 kiiltiir bitkilerinin kalintilarinda birkag ay
boyunca hayatta kalarak gecirebilmektedirler (Koike vd. 2007). Fungal enfeksiyon,
yuksek nem (%85'ten fazla) ve 20-28 °C arasindaki 1liman sicaklik kosullarinda hizla
gerceklesmektedir (Suheri vd. 2000).

Gri yaprak lekesi hastaliginin kontroliinde kiiltiir bitkileri rotasyonu, enfekteli
kalintilarin ortadan kaldirilmasi ve dayanikli domates g¢esitlerinin kullanilmasi gibi
entegre miicadele stratejilerine dayanmaktadir. Ayrica, strobilurinler ve karbamatlar
iceren fungisitlerin uygulanmasi, patojenin yayilmasini smirlamak igin yaygin bir
yontemdir (Wu vd. 2015). Bununla birlikte, fungisitlere kars1 direncin gelismesiyle
birlikte, arastirmalar biyolojik alternatifler ve siirdiiriilebilir hastalik yOnetimi igin
biyokontrol ajanlariin kullanimina yonelmistir (guzman vd. 2021).
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Bu hastalik etmeni domates bitkilerinin tiim biliylime asamalarinda ortaya
cikabilmekte, ancak 6zellikle nemli ve yiiksek sicaklik hava kosullarindan sonra daha
siddetli goriilmektedir. Fungal patojen genellikle bitkinin yapraklarma saldirmaktadir
(Blancard 2012). Bu fungal patojenin ekonomik ve tarimsal 6nemi géz 6niine alindiginda,
S solani'ye kars1 ¢ok az sayida dayanikli domates ¢esidi gelistirilmistir. Gri yaprak leke
hastalik etmenine kars1 dayanikli ¢esitler gelistirilmesine yonelik ilk arastirmalar (Walter
1967) calismalarina dayanmaktadir. Bu c¢alismalar, bazi yabani domates c¢esitlerinde
dogal dayanikli kaynaklarin1 tanimlamis ve bu dayanikli genlerinin kiiltiir ¢esitlerine
aktarilmasi i¢in 1slah programlarinin temelini olusturmustur. (Kim vd.1999) tarafindan S.
solani'ya kars1 arttirilmis toleransa sahip domates hatlarini klasik melezleme ve fenotipik
degerlendirme yoluyla tanimlamaya devam etmistir. Bu arastirmalar, farkli hatlarin
enfeksiyona karsi verdigi reaksiyonlar1 anlamamiza yardimci olmus ve daha dayanikli
cesitlerin se¢ilmesini kolaylastirmistir.

2.2.2. Alternaria solani

Alternaria solani, alternarioz adi verilen, ayn1 zamanda alternarya yanigi, erken
yaniklik veya kahverengi leke olarak da bilinen bir bitki hastaliginin etmenidir. Bu
hastalik, ozellikle domates ve patates (Solanum tuberosum) yetistiriciligi yapilan
bolgelerde biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Patojen ilk kez (Sorauer 1896)
tarafindan tanimlanmis olup, Ascomycota subesine ve Pleosporaceae familyasina aittir
(Rotem 1994). A. solani’den etkilenen bitkilerin yapraklari, saplart ve bazen
meyvelerinde goriilen, konsantrik siyah veya kahverengi lekeler seklindeki karakteristik
semptomlarla kendini gostermistir. Bu lezyonlar, bitkinin fotosentez kapasitesini
siirlayarak, kiiltiiriin genel verimini azaltan 6nemli bir bitki hastaligina yol agmaktadir
(Chaerani ve Voorrips 2006).

Hastalik semptomlari ilk olarak genellikle acik bir haleyle ¢evrili, kahverengimsi
kiigiik lekeler olarak goriiniir ve hizla biiyiik nekrotik lezyonlara dontisebilmektedir. Bu
lekeler birlestiginde erken yaprak dokiilmesine yol acgarak bitkinin diger boliimlerini
ikincil enfeksiyonlara daha hassas hale getirmektedir. Ayrica meyvelerde, kararmis
lekeler olusarak {irlinlerin kalitesini ve ticari degerini dogrudan etkilemektedir. Bu
enfeksiyon ayrica koklerin gelisimini engelleyebilir, bu da bitkinin topraktaki besinleri
emme yetenegini olumsuz yonde etkilemektedir. Bazi durumlarda, A. solani patates
yumrularinda ¢atlaklar veya sekil bozukluklarina yol acarak bu yumrularin kalitesini ve
depolanmasini etkileyebilmektedir (Bessadat vd. 2016).

Alternariozun gelisimi, genellikle %90'1n {izerinde ylksek nem ve 20-30 °C
arasinda degisen iliman sicakliklar gibi kosullarla 6zellikle desteklenir (Bessadat vd.
2016). Bu kosullar, domates ve patates yetistiren bircok bdlgedeki biiylime sezonlari
sirasinda yaygin olarak goriiliir, bu da fungusun hizla yayilmasi i¢in elverisli bir ortam
yaratmaktadir. A. solani’nin yasam donglsili, enfeksiyondan sorumlu sporlar olan
konidilerin iiretimiyle baglar. Bu sporlar, riizgar, su veya kontamine tarim aletleriyle
kolayca yayilir ve hasat sonrasi bitki kalintilarinda birkag ay boyunca hayatta
kalabilmektedir (Van der Waals vd. 2001).

A. solani sporlari, toprakta ve tarim alanlarindaki bitki kalintilarinda hayatta
kalabilir, bu da sonraki sezonlarda yeniden enfeksiyon olasiligini artirmaktadir. Elverisli
kosullar altinda, konidiler ¢imlenir ve bitkileri enfekte ederek yeni lezyonlar olusturur,
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boylece enfeksiyon dongiisiinii siirdiirmektedir. Bu patojenin olumsuz kosullarda hayatta
kalma ve hizla yayilma yetenegi, 4. solani'yi domates ve patates kiiltlirlerinde kontrol
edilmesi en zor patojenlerden biri haline getirmektedir. Erken yaniklik etmeni 4. solani
ile gri yaprak lekesi etmeni S. solani koniosporlar1 birbirine ¢ok benzemekte olup, 4.
solani sporlarinin keskin kenarli labut seklinde ve kenarlarinin oval olusu ile
mikoroskobide S. solani’den ayirt edilmektedir. (Rotem 1994; Chaerani ve Smulders.
2007).

Alternarioz, diinya capinda domates ve patates iiretimi i¢in biliyiikk bir tehdit
olusturmaktadir, bu nedenle entegre yonetim stratejilerinin uygulanmasi gerekmektedir.
Bu stratejiler, dayanikli ¢esitlerin kullanimi, {riin rotasyonu, kontamine bitki
kalintilarinin temizlenmesi ve funguslarin yayilmasimi siirlamak i¢in hedeflenmis
koruyucu fungisit uygulamalarin1 igermektedir. Bununla birlikte, fungisitlerin asir
kullanimi direng gelisimine yol acgabilecegi i¢in bu hastaligin yonetimi daha da karmasik
hale gelebilir. Ayrica, fungusun dogal biyolojik ajanlarinin tanitilmast veya
biyopestisitlerin kullanim1 gibi yeni biyolojik ve ekolojik miicadele yontemleri iizerine
yapilan aragtirmalar, klasik kimyasal miicadeleye bir alternatif olarak sunabilmekte ve
stirdiiriilebilir tarimda 6n plana ¢ikmaktadir (Adnan vd. 2019).

2.2.3. Cladosporium fulvum

Cladosporium fulvum, 6zellikle domates yetistirilen alanlarda 6nemli zararlara yol
acan domates yaprak kiifii hastaligina sebep olan bir fitopatojenik fungustur. Diger
patojenlere kiyasla daha az incelenmis olsada, C. fulvum, tarim tiriinlerinin bozulmasinda
onemli bir rol oynamaktadir. Ozellikle kiiresel iklim degisikliginde nemin ve sicakligin
yiiksek oldugu bazi bolgelerde ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bu fungus,
Ascomycota subesine ve Cladosporiaceae familyas: igerisinde yer almaktadir. C.
Sfulvum'un neden oldugu enfeksiyonun simptomlari, genellikle yapraklarda goriilen
kahverengi veya gri lekeler seklinde kendini gosterir ve bu lekeler, bitkinin yapraklarini
dokmesine sebep olabilir ve lriinlerde 6zellikle meyve kalitesini etkileyerek verim
kaybina yol agabilmektedir (Smith vd. 2003).

Domates yaprak lekesi etmeni C. fulvum'un yasam dongiisii, konidiya adi verilen
sporlarin tiretimiyle baglamaktadir. Bu sporlar, riizgar, su veya kirli tarim araglari yoluyla
kolayca yayilmaktadir (Brown vd. 2000). Bu sporlar, hasat sonrasinda geriye kalan bitki
artiklarinda hayatta kalabilir ve sonraki sezonlar i¢in enfeksiyon kaynagi olusturmaktadir
(Rivas vd., 2005). Yiiksek nem ve iliman sicakliklar, fungusun yayilmasini tesvik eder.
Bu nedenle, bu hastalik, 6zellikle domateslerin biiyiime donemlerinde, nemli ve sicak
iklime sahip bolgelerde yaygindir (Miller vd. 2011).

C.fulvum'un miicadelesi, dayanikli ¢esitlerin kullanimi (Jones vd. 1991), iiriin
rotasyonu ve enfekteli bitki artiklarini temizleme gibi tarimsal uygulamalarin bir
kombinasyonuna dayanmaktadir. Ozellikle bu hastalik etmenine karsi domateste Cf-2,
Cf-4 ve Cf-9 dayaniklilhik genleri kullanilmaktadir. Bazi bdlgelerde, funguslarin
yayilmasini sinirlamak i¢in fungisit uygulamalar1 da yapilir, ancak bu kimyasal tiriinlerin
asir1 kullanimi, direng gelisimine yol acabilmektedir (Barlett vd. 2018). Son zamanlarda
yapilan arastirmalar, biyolojik ve ekolojik alternatifleri kesfetmis ve siirdiiriilebilir bir
yonetim i¢in biyopestisitlerin kullanimi veya funguslarin dogal antogonistik ajanlarinin
tiretilmesi gibi yontemlerle yapilmaktadir (Benkeblia 2024).
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2.2.4. Septoria lycopersici

Septoria lycopersici, Ozellikle domates bitkilerinin yapraklarini etkileyen ve
septorya lekesi hastaligina sebep olan bir fitopatojenik fungustur. Bu hastalik ilk olarak
(Smith 1913) tarafindan tanimlanmis ve Ascomycota subesine, Mycosphaerellaceae
familyasina aittir (Jones vd. 1991). Septorya lekesi, merkezinde soluk bir alan bulunan,
kahverenginden siyaha kadar degisen renkte kiigiik dairesel veya diizensiz lezyonlarin
ortaya ¢ikmasiyla karakterizedir. Bu lezyonlar, genellikle alt yapraklarda gelisir ve
kontrol edilmedigi takdirde hizla yayilir ve yapraklarin dokiilmesine yol agabilmektedir
(Farr vd. 1989).

Fungus piknidiya (pycnidia) ad1 verilen, piknidiyasporlar1 serbest birakan fungal
yapilarla yayilmaktadir. Bu sporlar, cogunlukla su damlalarinin olusturdugu aerosol
olarak bilinen su damlasi si¢cramalari, riizgar veya kirlenmis tarim aletleriyle
taginmaktadir. S. lycopersici, enfekte olmus bitki artiklar1 ve kiiltiir kalintilar1 iizerinde
hayatta kalabilir ve bu sekilde sonraki sezonlar i¢in enfeksiyon kaynagi olusturmaktadir
(Blancard 2012). Yiiksek nem ve sicaklik, ozellikle yiiksek bagil nemin tesvik ettigi
kosullar, hastaligin yayilmasina uygun ortam saglamaktadir (Miller vd. 2011).

Septorya lekesinin miicadelesi iiriin rotasyonu, enfekte olmus bitki kalintilarinin
temizlenmesi, dayanikli cesitlerin kullanimi ve hedefe yonelik koruyucu fungisit
uygulamalar1 gibi kiiltiirel yontemlerin bir kombinasyonuna dayanmaktadir.
Enfeksiyonun Onlenmesi, Ozellikle hastaligin yayilmasmna uygun iklim kosullarinin
oldugu bolgelerde domates iiretiminde onemli kayiplarin 6nlenmesi icin kritik dneme
sahiptir (Pandey vd. 2024).

2.3. 8. solani'ye karsi calismalar

Hastalik etmeni fungus en ¢ok domates bitkilerini etkileyen ve yapraklarda gri
yaprak lekelerine sebep olmaktadir. Bu hastalik, verim kalitesini ve miktarini diisiirerek
onemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi, bu
hastaligin etkisini sinirlandirmak i¢in 6nemli bir stratejidir (Jones vd. 2014).

Biber (C. annum) yapraklarinda S. solani ve S. lycopersici'nin neden oldugu gri
leke hastalig1 ile belirlenmektedir. Bu fungus yapraklarda nekrotik lezyonlara sebep
olmakta, bitkilerin fotosentetik kapasitesini azaltmakta ve cevresel streslere karsi
hassasliklarin1 artirmaktadir. Caligmalar karakteristik simptomlar1 ve enfeksiyonu
destekleyen cevresel kosullari tanimlamakta ve hastaligin yayilmasini sinirlamak i¢in
dayanikli gesitler gelistirmenin ve entegre yonetim stratejileri uygulamanin Gnemini
vurgulamaktadir. Ayrica ¢alismada biber bitkilerinde bu patojenleri tanimlamak ve
kontrol etmek i¢in siirekli izleme ihtiyacini1 vurgulamaktadir (byung-soo vd. 2004).

Brezilya'daki pamuk iiretiminde sorun olan S. solani izolatlarinin genetik
cesitliligini incelenmistir. Morfolojik ve molekiiler karakterizasyon teknikleri
kullanilarak, 6zellikle de ribozomal DNA'min Internal transcribed spacer (ITS) bolgesini
cogaltmak i¢in ITS4 ve ITSS primerleri kullanilarak, tiim izolatlar i¢in yaklasik 600 bp'lik
bir PCR iiriinii elde edilen calisma, izolatlar arasinda onemli genetik degiskenlik
oldugunu ortaya koymus ve birkag¢ farkli filogenetik irkin varligina isaret etmistir. Bu
cesitlilik, patojenin viriilanshigin1 ve bitki savunma mekanizmalarini atlatma yetenegini
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etkileyebilir. Fungal patojenle etkili hastalik yonetimi stratejileri ve S. solani'ye karst
dayanikli pamuk ¢esitleri gelistirmek i¢in bu degiskenligi anlamanin 6nemi ¢alismada
vurgulanmistir (Mehta 2001).

(Chai vd. 2015) Cin'de yaptig1 calismada tath patates (lpomoea batatas) enfekte
eden S. solani fungusunun neden oldugu yeni bir hastalig1 rapor etmistirler. Bu ¢alisma,
bolgede tatl1 patates yetistiriciligi i¢in ortaya ¢ikan bir sorunu temsil eden bu patojenin
enfeksiyonuna bagl karakteristik yaprak lekelerinin ortaya c¢ikisini vurgulamaktadir.
Aragtirmacilar, S. solani'yi bu hastaligin etkeni olarak izole ve teshis etmis, boylece
konukgu aralig1 ve daha 6nce bu fungustan etkilenmemis bitkilere yayilmasi hakkindaki
bilgilerimizi genisletmistir. Bu arastirmanin sonuglari, tatli patatese yonelik bu yeni
tehdidin izlenmesinin ve domates gibi diger mahsullere yayilmasini sinirlandirmak igin
miicadele stratejilerinin uygulanmasinin 6énemini vurgulamaktadir.

[k defa Brezilya'nin Sdo Paulo eyaletinde domateste yaprak lekesine neden olan
S. solani fungusundaki patojenisite degiskenligini incelemis, arastirmacilar farkl
bolgelerden 33 tane S. solani izole etmislerdir. Izole edilen fungus sporlarmin enfeksiyon
yetenekleri ile kiiltiirel 6zelliklerinde farkliliklar gézlemlemislerdir. Bu farkliliklara
dayanarak, fungal etmen S. solani, S. lycopresici ve S. botryosum olarak tiirleri
tanimlamislardir (Namekata ve Tokeshi 1967).

Farkli domates ¢esitlerinin yaprak lekesi etmeni S. solani'ye kars1 dayaniklilik
durumlan tarla kosullarinda yiiriitiilen calismada rapor edilmistir. Bu ¢alismada 'Ohio
4013' ve 'Hawaii 7998' x '"Monense' melezinden elde edilen F; popiilasyonunda bazi
bitkilerin diigiik hastalik siddeti indekslerine sahip oldugunu ve bunun da S. solani'ye
kars1 artan dayanikliliktan kaynaklandigini gostermislerdir. Ayrica, Sm dayaniklilik
genini tasiyan genotiplerin sadece S. solani'ye kars1 degil, ayn1 zamanda S. lycopersici
gibi farkli Stemphylium tiirlerine dayaniklihig1 saglandigin1 gostermislerdir (Paula ve
Oliveira 2001).

(Bentes ve Matsuoka 2005) tarafindan yapilan calismada, 'Motelle' (dayanikli) ve
'Moneymaker' (hassas) olmak {izere iki domates cesidinin yapraklar S. solani karsi
enfeksiyonu analiz etmislerdir. Aragtirmacilar enfeksiyon siireglerini gézlemlemek icin
histolojik, taramali elektron mikroskobu ve iletim tekniklerini kullanarak penetrasyon
oncesi olaylarin iki ¢esit arasinda 6nemli dlciide farklilik gdstermedigini ve dayanikliligin
patojen penetrasyonundan sonra ortaya ¢iktigini gostermistir. Enfeksiyon esas olarak
stomalar araciligtyla, stoma alt1 boslukta bir vesikiil olusumu ve ardindan ikincil hiflerin
bliytimesi ile gerceklesmistir. Dayanikli ¢esitte, mezofil hiicrelerinde patojen tarafindan
hiicre i¢i kolonizasyonu sinirlayan hiicre duvari uzantilari bulunmustur.

Woudenberg vd. (2017), Hollanda'da seker pancarinda (Beta vulgaris)
Stemphylium'un neden oldugu yeni bir yaprak lekesi hastalifinin ortaya ¢ikmasinin
ardindan Stemphylium cinsinin taksonomisini yeniden gozden geg¢irmistir. Calismada
Westerdijk Enstitiisiit CBS koleksiyonunda bulunan 418 izolat1 ve 23 yeni izolat1 analiz
etmigler, IDNA'nin ITS boélgelerini ve kalmodulin ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz
gibi diger protein kodlayan genlerin miktarlarin1 belirlemislerdir. Calisma pancar
enfeksiyonlarindan sorumlu S. beticola da dahil olmak iizere bes yeni tiirii iceren 28
akraba grup igeren multigenik bir soyagacinin olusturulmasini miimkiin kilmistir. Ayrica
22 tiir ismi sinonimiye indirgemisler, iki yeni kombinasyon Onermisler ve cinsin
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simiflandirilmasin1 ~ standartlagtirmak  i¢in  birkag tip {izerinde c¢alismalarini
yogunlastirmiglardir.

Sogan yetistiriciliginde Stemphylium spp. neden oldugu fungal yanikliginin etkili
bir sekilde tespit edilmesine yonelik yeni bir yontem gelistirmeyi amaglayan bir ¢calisma
rapor edilmistir. Bu arastirma, patojenin erken teshisini iyilestirerek ekonomik kayiplari
azaltmayr ve hastaligim yoOnetimini kolaylastirmayr hedeflemektedir. Calisma
Stemphylium varligini tespit etmek i¢in kullanilan molekiiler analizler ve saha tani testleri
gibi teknikleri ortaya koymustur. Sonuglar, gelistirilen yontemin hassas ve gilivenilir
oldugunu gostermekte olup bu patojenin yayilmasini kontrol altina almak ve sogan
iiretimi iizerindeki olumsuz etkileri azaltmak i¢in hizli miidahaleyi miimkiin kilmistir
(Van der Heyden 2021).

2.4. S. solani’nin kimyasallara reaksiyonlar:

Son yillarda yapilan aragtirmalar, S. solani'nin baz1 fungisitlere karsi direncinin
arttigim gostermektedir. Ornegin, bir arastirma, S. solani'nin siiksinat dehidrojenaz
(SDHI) inhibitorii olan fluxapyroxad'a duyarlligini degerlendirmistir. Sonuglar,
fluxapyroxad'a karsi direnglerin yalnizca S. solani'nin misel bilylimesini etkilemekle
kalmayip, ayn1 zamanda sicakliga bagli oldugunu gostermistir. Ayrica, fluxapyroxad'a
kars1 direng, S. solani'nin domates yapraklarinda viriilansinda belirgin bir azalma ile
sonuclanmis ve bu da direngli mutantlarin fiziksel olarak kimyasalla kontroliiniin
zayifladigini gostermistir (Bi vd. 2022).

Bagka bir calismada, Cin'de S. solani'nin boskalid ve piraklostrobine karsi
duyarlhiligini arastirllmistir. Boskalid i¢in etkili konsantrasyon (EC50) degerleri 0,02 ila
3,0 ug/mL arasinda degisirken, piraklostrobin i¢in bu degerler 0,21 ila 14,71 pg/mL
arasinda bulunmustur. Bu sonuglar, S. solani izolatlarinin %36,7'sinin boskalide ve
%350'sinin piraklostrobine karsi direng gosterdigini ortaya koymustur. Boskalide karsi
direncin 1iliskili oldugu mutasyon, SdhB-H277Y olarak belirlenirken, piraklostrobine
kars1 direncle iliskilendirilen mutasyon, sitokrom-b geninde, 6zellikle Cytb-G143A4 geni
tizerinde yer almaktadir. Direngli mutantlarin misel biiyiimesinde azalma bulunmus ancak
patojenite acisindan belirgin bir fark gézlemlenmemistir (Shenyuan ve Haiyan. 2024)

Shenyuan (2024), Cin'deki domateslerde gri leke hastaligina neden olan S.
solani'min boskalid ve piraklostrobine karsi diren¢ gelisimini ve mekanizmalarini
incelemistir. Calismada bu kimyasallarin uzun siireli uygulanmasi sonucu tarlalarda
direncin gelistigini ve kimyasallarin etkinliginin azaldigini tespit etmislerdir. Ayrica,
fungisit hedeflerinde genetik mutasyonlar gibi ¢esitli direng¢ mekanizmalarina sebep
oldugunu tanimlanmis ve bu mutasyonlar, fungisitlerin hedeflerine baglanma afinitesini
degistirmistir. Fungisitlerin par¢alanma mekanizmalarinda degisiklikler de gdzlemlenmis
ve bu durum fungusun hayatta kalmasia olumlu yonde katki sagladigini bulmuslardir.
Bu bulgular, fungisitlerin siirekli kullanimimin getirdigi zorluklar1 ortaya koymakta ve
olusan fungal direnci daha iyi yoOnetmek icin farkli etki mekanizmalarina sahip
fungisitlerin kullanilmasi ve siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinin kullanilmasi gereken
alternatif yontemleri 6nermistirler.

Domateslerdeki gri leke hastaligina karsi kullanilan fludioxonil fungisitiyle S.
solani'min diren¢ gelisme riski analiz edilmistir. Caligmada tarlalardan alinan 145 S.
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solani izolat1 degerlendirilerek fludioxonile duyarliliklarini misel biiylimesini analiz
ederek Ol¢miislerdir. Sonuglar, duyarliligin tek modlu bir dagilim gosterdigini ve
ortalama CEso degerinin 0,0659 png/mL oldugunu gostermistir. Laboratuvar ortaminda bes
direngli mutant tretilmis, bunlarin patojenitelerinde bir azalma bulunmustur. Ayrica,
fludioxonile karst ¢apraz direng, procimidon ve iprodion ile gozlemlenmis, ancak
boskalid ve azoksistrobin gibi diger fungisitlerle gézlemlenmemistir. Calisma direng
riskinin orta diizeyde oldugunu ve fludioxonil'in direng gelisimini yavaslatmak i¢in farkli
etki mekanizmalarina sahip fungisitlerle doniisiimlii veya karisim halinde kullanilmasini
onermektedir (Wu vd. 2015).

S. solanimin kimyasal fungisitlere kars1 dayanikli, domates iiriinlerini etkileyen
yaprak hastaliklarinin kontroliinde biiylik zorluklar bulunmaktadir. Kimyasal iirtinlerin
asir1 kullanimi sadece ¢evre ve insan sagligi tizerinde olumsuz bir etkiye sahip olmakla
birlikte ayni zamanda direngli tiirlerin ortaya c¢ikmasmi tesvik ederek geleneksel
miicadele etkinligini azaltmaktadir. Bu sorun karsisinda, farkli bitki ¢esitlerindeki dogal
dayaniklilik kaynaklarmin belirlenmesi, siirdiiriilebilir ve umut verici bir alternatif
miicadele yontemlerinin olusturulmasi gerekmektedir. Patojene dayanikli genotiplerin
secilmesi ve ilgili savunma mekanizmalarinin anlagilmasiyla, bitki koruma irtinlerinin
kullaniminm1 sinirlayan entegre zararli yonetimi stratejilerinin gelistirilmesi bu fungal
etmenle miicadele i¢in zorunluluktur. Bu yaklasim sadece faydali mikrobiyal
biyocesitliligi korumakla kalmayacak, ayni zamanda tarimsal liretimin ¢evreye daha
saygil ve iireticiler i¢in ekonomik olarak uygulanabilir olmasini saglayacaktir.

2.5. Biyolojik miicadele

(De Meyer vd.1998; Meller vd. 2014) tarafindan yapilan ¢alismada Trichoderma
spp. nin olusturdugu sistemik dayaniklilik (Induced systemic resistance: ISR) 6zellikle S.
solani nin olusturdugu domatesin gri yaprak leke hastaligi ve bakteriyel enfeksiyonlara
kars1 miicadelede umut verici bir yaklasim sunmaktadir. Bu antagonistik funguslar, besin
kaynagi icin rekabet ederek, antifungal metabolitler iireterek ve savunma hormon
yollarii, ornegin jasmonik asit ve etilen gibi, aktive ederek etki gostermektedirler.
Yapilan ¢alismalar, Trichoderma harzianum ve Trichoderma viride’nin uygulanmasinin,
savunma enzimlerinin iiretimini tesvik ederek ve rizosferi siirdiiriilebilir bir sekilde
kolonize ederek hastaliklarin goriilme oranini 6nemli 6l¢iide azalttigini gostermektedir.
Ayrica, bu antogonistik funguslar Pseudomonas syringae ve Xanthomonas campestris
gibi bakteriyel patojenlerin gelisimini inhibe ederek, bitkilerin genel sagligim
giiclendirmektedirler

Streptomyces setonii UFV-RD1 olarak tanimlanan bir aktinomiset izolat1 saglikli
domates bitkilerinin rizosferinden izole edilmigsmistir. Bu izolat domates fide kok ve yesil
aksam hastaliklarinin biyolojik kontrol ajani olarak potansiyeli nedeniyle 117 izolat
arasindan secilmistir. In vitro testler, S. setonii UFV-RD1'in Pseudomonas syringae pv.
tomato, Ralstonia solanacearum, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum ve
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria gibi fitopatojenik bakterilerin biiylimesini
engellemedigini, ancak A. solani, Phytophthora infestans, Corynespora cassiicola ve S.
solani gibi patojenlerin sporlarinin ¢imlenmesini inhibe ettigini gostermistir. Serada
yapilan biyolojik kontrol denemeleri, bu aktinomisetin, test edilen fungal ve bakteriyel
patojenlerin neden oldugu semptomlarin siddetini etkili bir sekilde azalttigim
gostermistir. Ayrica, A. solani ve P. infestans’in dogal olarak bulundugu acik alan
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denemelerinde, S. setonii UFV-RDI1 susu ile tedavi edilen tohumlardan elde edilen
bitkiler, kontrol bitkilerine kiyasla daha hafif siyah leke simptomlarina sahip oldugu
bulunmustur. Fitopatojen funguslar1 enfekte eden mikoviriisler bu funguslarin
virlilanshigini azalttig belirlenmistir (Carrer Filho vd. 2009),

Bir diger calismada, (Liu vd. 2022), Stemphylium Ilycopersici alternavirus 1
(SIAV1) lizerine yogunlagsmistir; bu mikoviriis, domateste gri yaprak leke hastaliginin
etmeni olan S. lycopersici'den izole edilmistir. Bu viriis, PKS/ geninin ekspresyonunu
baskilayarak, bitki enfeksiyonuna hayati 6neme sahip olan Altersolanol A toksininin
biyosentezini inhibe ederek hipoviriilanslik olusturmaktadir. Arastirmacilar, SIAV1'in
ORF3 geninin S. lycopersici'ye ekspresyonunu tanitarak, bu etkileri taklit ettiklerini ve
funguslarin patojenitesini azalttiklarin1 gostermistir. Bu geni diger funguslara 6rnegin S.
vesicarium’a tanitarak, bu patojenleri fungal hastaliklarina kars1 etkili bir sekilde bitki
koruyucularina doniistirmeyi bagarmislardir. Bu yenilik¢i yaklagim, kimyasal
fungisitlere alternatif olarak, hastaliklarin yayilmasini sinirlamak i¢in modifiye edilmis
funguslar1 kullanarak siirdiiriilebilir bir ¢éziim sunmaktadir.

Li vd. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada domates fidelerinin rizosferinden 198
bakteri susu izole edilmis ve bunlardan 12’si, in vitro testlerde S. solani’ye karsi anlaml
antagonistik aktivite gostermistir. Ozellikle H9 bakteri susu bu patojenin misel
biiylimesini %85,7 oraninda inhibe ederek dikkat ¢ekmistir. 16S rRNA gen dizisine
dayali molekiiler kimliklendirme, bu susun Bacillus cinsine ait oldugunu ortaya
koymustur. Serada yapilan denemeler, H9 susunun gri yaprak leke hastaliginin goriilme
oranin1 azalttigimi ve S. solani’ye karsi dogal bir biyolojik kontrol ajani olarak
potansiyelini giiclendirdigini dogrulamistir.

S. solani'nin neden oldugu gri yaprak lekesi hastaligini kontrol etmek igin
biyolojik yontemlerin kullanilmasi, bitkilerin dogal dayanikliligindan yararlanmay1 ve
biyokontrol ajanlarinin uygulanmasi yontemleri son yillarda 6n plana ¢ikmaktadir. Bazi
domates cesitleri, patojenin enfeksiyonunu ve yayilmasini sinirlamalarint saglayan ve
hassas ¢esitlere etkili bir alternatif sunan savunma mekanizmalarina sahiptir. Buna ek
olarak, antagonistik mikroorganizmalarin eklenmesi ve bitki ekstraktlarinin kullanilmasi,
konukg¢u savunmasini uyararak veya S. solani'nin biiylimesini dogrudan engelleyerek
dogal miicadele yontemleri saglanmaktadir. Ancak bu stratejilerin genis domates
tarlalarinda uygulanmasi bir dizi zorlugu beraberinde getirmektedir. Patojenin genetik
degiskenligi, bitki dayanikligmin etkinligini etkileyebilir ve en dayanikli genotiplerin
titizlikle secilmesini gerektirmektedir. Buna ek olarak, biyolojik ajanlarin etkinligi
sicaklik ve nem gibi ¢evresel kosullardan etkilenebilir, bu da biiyiik 6l¢ekli mahsullerde
kullanim etkinliklerini sinirlayabilir, ancak sicakliga direngli degiskenlik diizeyinde
tiretim tizerinde higbir etkisi yoktur.

2.6. S. solani Sm geni ve markirlar

Domates bitkilerinde Sm dayaniklilik geni ve bu genle yakindan baglantili
molekiiler belirtecleri tanimlamak i¢in detayli haritalama gergeklestirmistir. Genetik
klonlama ve fenotip analizleri kullanilarak, Sm geninin bitkide fungusun enfeksiyona
kars1 bagisiklik tepkisinde onemli bir rol oynadigini gostermislerdir (Su vd. 2019). Bu
calismada, ORF9 olarak adlandirilan bu lokusla iliskili agik okuma gergevelerinden
birinin, savunma mekanizmalarinin uygulanmasinda biiyiik 6l¢lide yer aldigin1 ortaya
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koymustur. Patojenin varliginda bu gen, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimi, g¢esitli
savunma genlerinin artan ifadesi ve lokalize hiicre 6liimiinii indiikleyerek enfeksiyonun
ilerlemesini Onleyen asir1 hipersensitif reaksiyonun (HR) tetiklenmesi de dahil olmak
tizere bir dizi biyokimyasal tepkiyi aktive etmektedir (Calig 2013)

Gri yaprak leke hastalig1 domates bitkilerinde 6nemli iiriin kayiplarina sebep olan,
S. solani etmeninin neden oldugu bir patolojik durumdur. Bu hastalik, verim miktar1 ve
kalitesindeki azalmalar nedeniyle 6nemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Hastaligin
etkisini simnirlamak i¢in dayamikli gesitlerin  gelistirilmesi temel bir strateji
olusturmaktadir. Dayaniklilik (R) genleri, bitkilerin c¢esitli patojenlere karsi
savunmasinda onemli bir rol oynamaktadir, 6zellikle de patojenleri tanima ve bagisiklik
yanitlarini aktive etmede rol oynayan NBS-LRR (Nucleotide-Binding Site-Leucine-Rich
Repeat) proteinlerini kodlamaktadirlar. Bu proteinler, iki ana domain i¢cermekte olup
sinyal iletimine katilan NBS (niikleotidlerin baglandig1 taraf) domaini ve patojenin
elisitorlerini  0zgii proteinleri tanimlayan LRR (Leucin amino asidince zengin
tekrarlardan olusan) domainidir (McHale vd. 2006). (Yang vd. 2023) tarafindan
domateste tanimlanan Sm geni S. solani etmeninin varliginda ekspresyonu dnemli dlciide
artmaktadir, bu da genin savunmadaki aktif roliinii a¢ik¢a gostermektedir. Gen klonlama
ve ekspresyon analizleri Sm dayamiklilik genin domateste patojenin ilerlemesini
siirlamak i¢in reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tirettigini ve hipersensitif hiicre dliimiinii
(HR) tetikleyerek bitkide sistemik kazanilmis dayaniklilik olusturdugunu gostermistir
(van Ooijen vd. 2008). Sm geninin tanimlanmasi ve karakterizasyonu, domateslerin
genetik olarak iyilestirilmesini saglamaktadir. Ozellikle, markér destekli Islah (Marker
Assisted Selection: MAS)) ile dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi ve CRISPR-Cas9 gibi
teknolojiler kullanilarak bu genin hassas c¢esitlere eklenerek dayanikli domates
bitkilerinin olusturulmasi hedeflenebilmektedir (Yang vd. 2023).

Domatese S. lycopersici etmenine kars1 dayanikliligi saglayan Sm dayaniklilik
geninin tanimlanmasina odaklanan c¢alismada, dayanikli ve hassas bitki gruplar
karsilastirilarak dayaniklilikla iligkili genetik bolgeleri tanimlamay:r amacglayan bir
segment gruplama (BSA) analiz yontemi kullanilmistir. Ayni zamanda, genom dizileme
yontemiyle bu haritalama incelenmis ve dayamikliliktam sorumlu aday genler
tanimlanmistir. Calisma ayrica, Sm geninin molekiiler isaretlemesini saglayan stratejiler
onerilerek, domatesin fungal hastaliklara karsi daha iyi1 dayaniklilik kazandirilmasi
amaciyla genetik iyilestirmeyi kolaylastirmay1 amaglamistir (Yang vd. 2020).

2.7. S. americanum arastirma calismalar

S. americanum, yiiksek sicakliklara kars1 dikkate deger bir tolerans kapasitesine
sahiptir ve bu da onu Solanaceae'deki termotolerans mekanizmalarinin incelenmesi i¢in
degerli bir yabani tiir haline getirmektedir. (Shuojun vd 2024). PacBio HiFi ve Hi-C
dizileme teknolojilerini kullanarak S. americanum 'un kromozom o6lgekli genom
montajint gergeklestirmistir. Bu yiiksek kaliteli genomik kaynak, o6zellikle Is1 Soku
Proteinleri (HSP'ler) ve Is1 Soku Transkripsiyon Faktorleri (HSF'ler) olmak iizere 1s1
stresine yanitta rol oynayan cesitli genlerin tanimlanmasini ve ek agiklamalariin
yapilmasini saglamistir. Transkriptomik analiz, bu genlerin 1s1 stresi kosullar1 altinda
yiiksek oranda diizenlendigini gostermistir. Buna ek olarak, CRISPR-Cas9 sisteminin
kullanimi bu genlerden bazilarinin islevini dogrulayarak 1s1 toleransindaki temel rollerini
gostermistir. Bu sonuglar, domates (S. /ycopersicum) gibi kiiltiir tiirlerinde, 6zellikle S.
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americanum'dan bu genlerin introgresyonu veya miihendisligi yoluyla 1s1 toleransini
tyilestirmek i¢in saglam yollar sunmaktadir.

Witek vd. (2021), tarafindan yapilan c¢alismada, S. americanum genomu
dizilenmis ve analiz edilmis, NLR (Nucleotide-binding Leucine-rich repeat) genlerinin
genis bir ¢esitliligi ortaya ¢ikarilmigtir. Bu genler daha sonra P. infestans efektorlerini
tanima yeteneklerini dogrulamak i¢in model bitkilerde (Nicotiana benthamiana gibi)
ekspresyonlar1 yoluyla islevsel olarak test edilmistir. Bu calismada, tiyli kiif
efektorlerine karst spesifik bir bagisiklik tepkisini tetikleyebilen birkag NLR geni
belirlediler. Test edilen ekotipler arasinda, dort S. americanum ekotipi (SP1102, SP2271,
SP2275 ve SP2279) Phytophthora infestans'a kars1 gliclii dayaniklilik gostererek aktif
fonksiyonel reseptorlerin varligina isaret etmistir. Bu sonuglar, S. americanum'un gesitli
ve etkili bir bagisiklik genine sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Bu ¢alismanin amaci,
P. infestans salgilanan efektdrleri tespit edebilen bagisiklik reseptorlerini kesfetmek igin
S. americanum genomundan yararlanmakti. Bu efektorler, bitki-konak savunmasinin
bastirllmasinda merkezi bir rol oynamaktadir. Bu nedenle bunlar1 taniyabilen
reseptorlerin tanimlanmasi, dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi i¢in gereklidir.

Xu vd (2001), S. americanum'dan izole edilen ve 6zellikle bitkinin floeminde
ifade edilen bir proteinaz II inhibitoriiniin tanimlanmasi ve karakterizasyonu rapor
edilmistir. Yazarlar bu genin ekspresyonunu klonlamayi ve analiz etmeyi basarmis,
transkripsiyonunun esas olarak floem dokularinda lokalize oldugunu gdstererek bitkinin
fitofag boceklere veya patojenlere karsi savunma mekanizmalarinda potansiyel bir rol
oynadigin1 One siirmiislerdir. Bu inhibitériin floem ekspresyonu, sistemik bitki
korumasinda 6nemli bir rol oynayabilir.

2.8. Gen i¢in gen

Bitki dayaniklilik (R) genleri ve patojen avirulans (Avr) genleri arasindaki
etkilesim ilk olarak Floor (1947) tarafindan 6nerilen bir kavram olan dogrudan tanima
stireci olarak tanimlanmistir. Bitki R genleri, sinyal iletimi ile iliskili proteinleri kodlar,
sinyal yollaklarindan gecerek bitkide dayamiklilik saglamakta olup dayaniklilik
proteinleri yapilarina gore siiflara ayrilmaktadir (luderer ve Joosten 2001; Calis 2011).

Bu siniflarin en biiyiigii, bir sarmal sarmal (CC) veya Toll/Interlokin-1 Reseptorii
(TIR) amino-terminal bdlgesi, merkezinde niikleotidlerin baglandigi bir NBS ve Leucine
amino asidince zengin tekrarlardan olusan LRR karboksil terminal bolgesinden olusan
kompleks proteinler olusturmaktadirlar. Olustuklari domain yapilarina gére CNL (CC-
NB-LRR) veya TNL (TIR-NB-LRR) olarak bilinen bu proteinler, tanima 6zgiilliiklerini
esas olarak bazi kalintilar1 ¢esitlendirici secilime tabi olan LRR alanina dayandiriyor gibi
goriinmektedir (Jeff vd. 2000).

LRR alaninin uzun zamandir patojenik avirulans sinyalleri i¢in bir reseptdr gorevi
gordiigiinden siiphelenilmektedir. Ancak patojen ile etkilesim i¢in dogru kanitlar nadirdir
(Jia, vd. (2000) Ornegin, Prf proteini (CNL) ile ilgili AvrPto arasinda sinyallesmeyi
baslatmak i¢in dogrudan bir etkilesim gerekmemistir (Rathjen vd. 1999). Aslinda, AvrPto
icin muhtemel reseptor, belirli bir reseptdr alani olmayan sitoplazmik bir kinaz olan
Pto'dur (Scofield vd. 1996; Tang 1996). R genlerinin bir diger 6nemli sinifi, hiicre dis1
patojenik ligandlar i¢in reseptor gorevi gorebilecek hiicre dist LRR alanlarma sahip
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proteinleri kodlar (Balkhir 1997). Bununla birlikte, Cf9-4vr9 etkilesiminde de dogrudan
etkilesimin yoklugu gozlenmistir (Luderer, 2001), bu da tanimanin alternatif modellere
dayanabilecegini diisiindiirmektedir.

Bitkiler bakteri, fungus, oomycetes, mikoplazma veya virlis gibi patojenler
tarafindan enfekte olduktan sonra, bagisiklik tepkisinin aktivasyonu hassas bir sekilde
diizenlenir. Enfeksiyon bolgesinde, bitkinin bagisiklik tepkisi patojenlerden tiiretilen iki
tiir molekiil tarafindan baslatilir. Hiicre ylizeyinde bulunan motif tanima reseptorii (PRR)
tarafindan tetiklenen bagisiklik sistemi tarafindan taninan patojenlerle iliskili molekiiler
motif (PAMP), konakg tarafindan indiiklenen ilk savunma hattini tetikler ve bitkilere
cogu patojene karsi temel bir dayaniklilik kazandirir. Dayaniklilik konak-patojen
mikroorganizma pato-sisteminde, patojenler tarafindan iiretilen PAMP'leri tanidiktan
sonra, dayanikli konukcular dogrudan IPT'yi tetikler, 6rnegin kalsiyum iyonlarinin (Caz )
akigi, ROS diretimi ve mitojenlerle aktive olan protein kinazin (MAPK)
aktivasyonu.salisilik asit (SA) veya jasmonik asit (JA)/etilen (ET) asag1 akis sinyal yolu
aktive olur, bu da bitkilerde savunma ile ilgili faktorlerin biyosentezine ve hastalik
direncinin aktivasyonuna yol acar. (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Gen icin Gen teorisinin sematize gosterimi.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu boliimde arastirmada kullanilan materyaller, deneysel kosullar ve S.
americanum'un 25 ekotipinin S. solani'ye reaksiyonlarina incelemek i¢in uygulanan
yontemler agiklanmaktadir. Bu ¢alismada, domatesin ve aci biberin dayaniklilik genleri
bulunmayan cesitleri S. americanum ekotipleriyle karsilagtirilmak icin ¢alismaya dahil
edilmistir.

3.1. Bitki materyah

Calisma Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii 3 no’lu
iklim odasinda yiiriitiilmiistiir. Denemede 25 S. americanum ekotipi kullanilmistir. Her
ekotip 5 saksida iiretilmis ve fungal enfeksiyonlara karsi reaksiyonlari karsilagtirmak igin
her ekotip icin bir kontrol de dahil edilmistir. Her deney tamamen tesadiif bloklar deneme
desenine gore dizayn edilmis olup iki kez tekrarlanmistir.

3.1.1. Bitki yetistirme

Calismada S. americanum’un 25 ekotipi ile S. lycopersicum ve Capsicum annum
bitkilerinden elde edilen tohumlar steril torf i¢eren saksilara ekilmistir. Saksilar 25+3 °C
sicaklik, %60-65 nispi nem, 16 saat giindiiz ve 8 saat gece fotoperiyoda sahip iklim
odasina yerlestirilmistir.

Sekil 3. 1. S. americanum bitkilerinin iklimlendirme odasinda gelisimi. a) 5 cm caph
saksilara ekilen tohumlarin ¢imlenmeden 12 giinliilk ekimden sonraki durumlari, b)
Bitkilerin 5 cm lik saksilara sasirtildiktan sonraki gelisimleri.

3.1.2. Inokiilasyon kosullar

Calismalarda iki inokulasyon yontemi kullanilmistir. Birincisi, naylon torba
kullanilarak, yiiksek nemle sonuglanmis, semptomlarin ortaya ¢ikmasini desteklemis
ancak asir1 nem nedeniyle yapraklarda klorofil miktarinda azalmaya neden olmustur.
Seffaf bir plastik kap kullanilan ikinci yontemde yeterli nemi korurken daha iyi
havalandirmaya sebebiyle bitki gelisimi daha 1yi olmustur. Bu yontem, patojenin daha
yiiksek viriilansina ve daha yesil yapraklara yol acarak klorofilin daha iyi korunmasin

19



MATERYAL VE METOT A. GALLEDOUI

saglamig, boylece S. americanum bitkilerinde S. solani semptomu iizerinde ortamin
olumsuz bir etkisi olusmamuistir.

Inokulasyonlar 3 kez tekrarlanmustir: bir kez naylon torbalar ve iki kez kapali
plastik kasalar kullanilarak gerceklestirilmistir. Naylon torbalarla yapilan ilk tekrarda,
semptomlar ¢ok yiiksek nem altinda ortaya ¢ikmis, ancak yaprak sararmasinin artmasina
neden olan klorofilde bir azalmaya isaret eden yaprak renginde bir zayiflama eslik
etmistir (Sekil 3.2 a). Ote yandan, plastik kasalarla gerceklestirilen sonraki iki
inokiilasyon tekrarinda daha belirgin bir viriilans ve daha yesil yapraklar goriilmiistiir
olup yapraklarda klorofilin daha iyi korundugu anlagilmistir (Sekil 3.2 b)
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Sekil 3. 2. S. solani'nin izolasyonu i¢in ideal kosullar a) Bitkiler S. solanimin gelisimi
i¢cin optimum neme sahip olacak sekilde naylon bir torbaya konulmustur. b) Bitkiler
seffaf bir plastik kap icerisinde 16 saat 151k ve 8 saat karanliktan olusan bir fotoperiyot
altinda gelismektedir.

3.2. 8. americanum ekotipleri

Calismada kullanilan 25 S. americanum ekotipi Prof. Dr. Jonathan JONES (The
Sainsbury Laboratory, Norwich, Research Park, Birlesik Krallik) tarafindan bilimsel
calismalarda kullanilmak iizere temin edilmistir. S. amaricanum ekotipleri Sainsbury
Laboratuvar1 tarafindan tanimlama numaralarina sahip olup her bir ekotipe aym
laboratuvar tarafindan bir erisim numarasi verilmistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan 25 S. americanum ekotipinin orijinal

isimlendirmeleri.
Tammmlama | Erisim numarasi | Tammmlama Erisim numarasi
numarasi numarasi
AMR 1 SP2275 AMR 28 SP3050
AMR 2 SP1102 AMR 29 SP3051
AMR 3 SP1032 AMR 30 SP3052
AMR 4 SP1101 AMR 31 SP3370
AMR 5 SP1123 AMR 32 SP3371
AMR 6 SP2268 AMR 33 SP3372
AMR 7 SP2269 AMR 34 SP3373
AMR 8 SP2271 AMR 37 SP3387
AMR 9 SP2272 AMR 38 SP3389
AMR 10 SP2273 AMR 39 SP3390
AMR 11 SP2297 AMR 40 SP3391
AMR 12 SP2298 AMR 41 SP3392
AMR 13 SP2299 AMR 42 SP3393
AMR 14 SP2300 AMR 43 SP3396
AMR 15 SP2301 AMR 44 SP3397
AMR 16 SP2302 AMR 45 SP3398
AMR 17 SP2303 AMR 46 SP3399
AMR 18 SP2304 AMR 47 SP3400
AMR 19 SP2305 AMR 48 SP3401
AMR 20 SP2306 AMR 49 SP3402
AMR 21 SP2307 AMR 50 SP3403
AMR 22 SP2308 AMR 51 SP3404
AMR 23 SP2309 AMR 52 SP3405
AMR 24 SP2310 AMR 53 SP3406
AMR 25 SP2360 AMR 52 SP3409
AMR 26 SP2361
AMR 27 SP3049
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3.3. 8. americanum ekotiplerinin filogenik akrabalik iliskileri

Calismalarda kullanilan 25 S. americanum ekotiplerinin yeni nesil sekanslama
(Next Generation Sequencing: NGS) ile tiim genom dizilimleri ¢ikarilarak genetik olarak
akrabaliklarina gore bir soyagact olusturulmustur (Sekil 3.2). Bu soyagacina gore 52 S.
americanum ekotipi 4 gruba ayrilmaktadir (Sekil 3.2).

a c
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= T K=4 25 2 415 -1 05 0 05 1

M inbreeding coefficient (F)

Sekil 3.3. Tim genom sekansi ¢ikarilarak analiz edilen 52 S. americanum ekotipinin
soyagact programi kullanilarak olusturulan filogenetik soyagacindaki akrabalik
durumlari.

3.4. 8. solani izolatlarinin toplanmasi

Fungal S. solani izolatlarin toplanmasi i¢in yaz doneminde Korkuteli ve Elmali
ilgelerinde bulunan domates iiretim alanlar1 ziyaret edilmistir. Ancak yazlik liretimin
yapildig1 alanlardan alinan yaprak orneklerinde patojenin varligina rastlanmamistir. Bu
sefer sonbahar 2024 de gergeklestirilen Antalya Merkez ve Aksu da ortiialti domates
iiretim alanlarindan alinan 6rneklerden izolasyon calismalar1 yapilmistir. Ka¢ seradan
toplam kag izolat elde edilmistir?
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3.5. Domates orneklerinden S. solani izolasyonu
3.5.1. Yapraktan izolasyon

Tipik hastalik belirtileri tasiyan yapraklardan S. solani Koch postulatt
uygulanarak 4 inokulasyon olarak izole edilmistir. Ik olarak, karakteristik lezyonlar
gosteren yapraklar ¢ikarilir ve kiiclik parcalar halinde kesilir. Bu pargalar daha sonra
ylizey kontaminantlarin1  ortadan kaldirmak i¢in  dezenfekte edilmektedir.
Dezenfeksiyonda kat1 bir protokol izlenmektedir: numuneler 30 saniye boyunca %5'lik
camasir suyu ¢ozeltisine daldirilir, ardindan 30 saniye boyunca %70'lik alkolde bekletilir
(Sekil 3.2b) ve steril damitilmis su iceren ilk beherde durulanir, ardindan steril damitilmig
su igeren ikinci ve liglincli beherlerde iki durulama daha yapilir ve steril havlu kagit
tizerine birakilmaktadir (Sekil 3.4 a). Dezenfeksiyondan sonra, yaprak pargalari steril
kabinde igerisinde Patates dekstroz agar bulunan 9 cm lik Petrilere yerlestirilmistir.

Sekil 3.4. Domates yapragini dezenfekte etmek i¢in yapilan islemler. a) Hazirlanan 5
beher igerisinde sirasiyla %5°lik ¢amasir suyu, %70’lik alkol, 3 beherde steril saf su
bulunmaktadir; b) %70 lik etil alkol igerisinde kesilmis domates yapraklar1 30 saniye
boyunca dezenfekte edilmektedir.
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3.5.2. PDA Kkiiltiir ortaminin hazirlanmasi

Domates gri yaprak lekesi hastalik etmeni S. solani izolasyonlarinda Patates
Dekstroz Agar (PDA) besi yeri kullanilmistir (Sekil 3.5 a). PDA besiyeri 1000 ml distile
su (ddH:0) igerisine 20 g PDA (Merck) kullanilarak hazirlanmstir. Iyice karistirilan
PDA besiyeri 121 °C'de 1 atmosfer basing altinda 20 dakika boyunca otoklav edilmistir.
Ardindan her bir 9 cm ¢apli Petrilere yaklasik 25 ml besiyeri gelecek sekilde dokiilmiistiir
(Sekil 3.5 b).
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Sekil 3.5. Patates dekstroz agar besiyeri hazirlanmasi; a) 1000 mililitre i¢in 20 g PDA
tartilip otoklav islemi uygulanmistir b) steril ortamda Petrilere besi yeri dokiilmiistiir.

3.5.2.1. PDA besin ortaminda S. solani izolasyonu

Fungal S. solani izolatlar1 ilk olarak S. Ilycopersicum'un enfekteli yaprak
dokusundan elde edilmis, ardindan gelisen fungal koloniler temiz PDA ortaminda alt
kiiltiire alinarak saflastirilmistir (Sekil 3.6). Funguslarin spor olusumunu tesvik etmek
icin Ultraviyole 151k altinda 3 saat birakilmis ve gelismeleri i¢in 28 °C'de inkiibatore
yerlestirilmislerdir.

Steril kabinde iyi gelisen fungus misel pargalari steril bir bisturi kullanilarak
dikkatlice kesilerek taze PDA besiyeri igeren yeni Petri kaplarina aktarilmistir (Sekil3.7).
Ortamin sterilligini saglamak ve dis kontaminasyonu 6nlemek i¢in Petriler hava gegiren
ancak fungus ve bakterileri ge¢irmeyen parafilm ile kapatilmistir.

Inkiibatorde 28 °C'de 7-10 giin boyunca saf olarak gelisen funguslar mikroskopi
ve molekiiler calismalar i¢in kullamlmstir (Sekil 3.8). Ozellikle DNA izolasyonu igin
Petrilerde saf olarak gelisen izolatlar kullanilmistir. PDA besiyerinde S. solani fungusu
az miktarda spor olusturdugu durumlarda 1000 ml dsH>O igerisine 20 gr agar agari
(Merck, Almanya) konularak su agar1 hazirlanmis, besince zayif olan su agarinda S.
solani’n bol miktarda spor {liretmesi saglanmistir.
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Sekil 3. 6. Domates yapraklarindan S. solani'nin izolasyonu. PDA besiyeri iizerinde hem
bakteri hem de funguslarin hizli ve bol miktarda gelistigi gozlenmektedir.

Sekil 3.7. Bakteriyel kontaminasyonu ortadan kaldirmak i¢in yeni bir PDA ortaminda alt
kiiltiirleme islemi gergeklestirilmistir. Bu adimin amaci sadece fungustan olusan saf bir
kiiltiir elde etmektir.

Sekil 3.8. Alt Kkiiltirleme isleminden sonra, Petriler 28 °C'de bir inkiibatére
yerlestirilmistir. Bu inkiibasyon fungus biiylimesini izlemek ve kiiltiirtin safligin1 kontrol
etmek i¢in kullanilmistir. Molekiiler ve Mikroskobi ¢aligsmalarinda 6zellikle kaliteli DNA
ekstraksiyonu i¢in herhangi bir kontaminasyon i¢cermeyen bir kiiltiir gereklidir.
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3.6. S. solani ile fenotipik calismalar

Spor siispansiyonunu hazirlamak i¢in daha 6nce PDA besiyerinde 28 °C'de 7 ila
10 giin boyunca yetistirilen S. solani izolatlar1 kullanilmistir. Sporlar geri kazanmak igin,
1yi gelismis misel kolonileri 10 ila 15 ml steril damitilmis su varliginda steril bir hiicre
yayict ile hafifce kazinmistir (Sekil 3.9a). Bu islem sporlarin ve misel pargalarinin sulu
cozeltiye aktarilarak ayrilmasini saglamistir (Sekil 3.9b).

Fungusun spor konsantrasyonu bir Thoma lami1 (Haemocytometre) kullanilarak
hesaplanmistir. Sayim, lamin kdselerinde bulunan ve her biri standart boyutlara (0,1 mm
en X 0,1 mm boy x 0,1 mm derinlik) sahip dort bdlmede gergeklestirilmistir. Bu dort
alanda sayilan sporlarin ortalamasi toplam spor konsantrasyonunu tahmin etmek icin
kullanilmistir. Gézlemler faz-kontrast optik mikroskop (Leica, Almanya) kullanilarak
yapilmig ve spor yapilarinin net bir sekilde goriilebilmesi saglanmistir (Sekil 3.9 ¢). Son
olarak, inokiilasyon testlerinde veya molekiiler analizler de dahil olmak iizere sonraki
deneyler icin kosullar1 standartlagtirmak amaciyla siispansiyon konsantrasyonu steril
damitilmis su igerisinde 1x107 spor/ml'ye ayarlanmistir (Sekil 3.9d).

Sekil 3.9. Domates yapraklarindan izole edilen S. solani fungusunun mikroskobi i¢in
hazirlanmasi. a) Sporlarin hasat edilmesi i¢in kullanilan saf' S. solani kiiltiirii iceren Petri
kabi. b) Miselyal yiizeyin kazinmasindan sonra steril bir beherde toplanan sporlarin
goriiniimii. ¢) Inokulum konsantrasyonunu ayarlamak igin optik mikroskop altinda bir
Thoma lami1 kullanilarak sporlarin sayilmasi. d) Tipik sekilleriyle karakterize edilen S.
solani sporlarmin morfolojik yapilarinin mikroskobik gézlemi.
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3.7. S. solani ile yapilan genotipik ¢alimalar

Petri kabinda yetistirilen S. solani izolatlarinin misel ve spor yapilari steril kabin
icerisinde PDA ortamindan kazinarak Eppendorf tiiplere aktarilmigtir. Fungus yapilari
CTAB protokolii kullanilarak DNA ekstraksiyonuna tabi tutulmustur (Doyle ve Doyle
1990). Genetik analizlerin bir pargasi olarak, S. solani izolatlar1 ITS1 ve ITS4 primerleri
kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile tanimlanmistir.

3.7.1. CTAB soliisyonun hazirlanmisi

DNA ekstrasiyonu i¢cin CTAB ¢ozeltisi pH 8'e ayarlanarak hazirlanmistir. CTAB
(Hexadecyltrimethyl ammonium bromide) tampon ¢ozeltisi hazirlamak icin Cizelge 3.2
de belirtilen kimyasallar manyetik bir karistirici kullanilarak homojenize edilirken yavas
yavas distile su i¢erisinde karistirilmaktadir.

Cizelge 3. 2. CTAB soliisyonunun hazirlanis1 (100 ml i¢in).

Bilesen Konsantrasyon g/100ml Miktar
NaEDTA (pH 8.0) 0.5M 18.612g/100ml 25ml
Tris HCL (pH 8.0) IM 15.76g/100ml 15ml

CTAB 10% 10g/100ml 35ml

Nacl 4M 23.37g/100ml 25ml

3.7.2. CTAB yontemi kullamlarak S. solani'den toplaml DNA ekstraksiyonu

Domatesten izole edilen S. solani izolatlarindan CTAB protokolii kullanilarak
toplam DNA ekstrakte edilmistir (Doyle ve Doyle 1990). Izolatlar PDA besiyerinde 28
°C'de 7 giin boyunca biiyiitiilmiis, ardindan iyi gelismis misel ve sporlar 1,5 ml Eppendorf
mikrotiiplerine yerlestirilmistir. Her bir numuneye 500 pl CTAB tampon c¢ozeltisi
eklenmis ve miseller steril plastik c¢ubuklar kullanilarak Ogiitiilmiis, capraz
kontaminasyonu 6nlemek i¢in her numune i¢in farkli bir ¢ubuk kullanilmasina dikkat
edilmistir. Bu adimdan sonra, DNA salinimini kolaylastirmak i¢in drnekler 65°C'de 900
rpm'de calkalama altinda 2 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra, tiiplere 600 pl kloroform-
izoamil alkol karisimi1 (25:1) eklenmis, bunlar 1-3 dakika boyunca hafifge ters ¢evrilmis
ve ardindan 15 dakika boyunca 12.000 rpm'de santrifiij edilmistir. Bu adim 6rneklerin ii¢
farkli faza ayrilmasini saglamistir: kloroform igeren bir alt faz, proteinlere karsilik gelen
bir ara faz ve DNA igeren bir {iist sulu faz. Sulu faz dikkatlice geri kazanilmis ve yeni
steril tiiplere aktarilmis, ardindan DNA'y1 ¢okeltmek i¢in esdeger hacimde soguk
izopropanol (-20°C) eklenmistir. Ornekler 15 saniye boyunca ters ¢evrilerek nazikge
karistirildiktan sonra -20 °C'de 1,5 saat bekletilmis, ardindan DNA peleti olusturmak i¢in
14.000 rpm'de 10 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant, peleti bozmadan dikkatlice
dokiilmiis ve ardindan 500 ul dnceden sogutulmus %70 etanol ile yikanmustir. Tkinci bir
santrifiij 14.000 rpm'de 5 dakika boyunca etanolii uzaklastirdi ve kalan ¢oziicliniin

27



MATERYAL VE METOT A. GALLEDOUI

tamamen buharlagmasini saglamak i¢in tiipler 1 saat boyunca acgik birakildi. Son olarak,
DNA 50 pl steril damitilmis su iginde yeniden siispanse edilmistir. DNA Orneklerinin
iyice ¢dziinmesini saglamak igin gece boyunca +4 °C'de inkiibe edilmistir. izolatlardan
elde edilen DNA'nin kalitesini degerlendirmek i¢in %1,5'lik bir agaroz jel hazirlanmustir.
DNA 6rnekleri jel kuyucuklarina yerlestirilmis ve ardindan 30 dakika boyunca 65 voltta
elektroforezde kosturulan orneklerin kaliteleri kontrol edilmistir. Molekiiler analizlerde
kullanilana kadar -20 °C'de saklanmustir.

3.8. PCR ¢alismalar

S. solanimin molekiiler tanimlanmas1 fungus genomunda bulunan korunmus
ribozomal DNA bolgeleri ve bunlarin arasinda bulunan degisken Internal Transcribel
Spacer (ITS) bolgelerini hedef alan primer ¢iftleri PCR amplifikasyonunda kullanilmastir.
Bu bolgeleri ¢ogaltmak i¢in ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") ve ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATGC-3") evrensel primerleri kullanilmistir (Cizelge 3.3). Bu
primerler, 6zgiilliikkleri ve yakin akraba tiirleri ayirt etme yetenekleri nedeniyle fungal
tanimlama i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (White vd. 1990).

Cizelge 3. 3. Molekiiler PCR analizlerinde S. solani’yi belirlemek i¢in kullanilan
primerler.

Primer v Ay Uriin boyutu Baglanma
Adi jpians Rghmi (52855 (Baz Cifti) sicakhik
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
360-560bp 55°C
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

PCR reaksiyonu toplam 25 pl hacimde gergeklestirilmistir. PCR karigimi Taq
polimeraz, dNTP'ler, MgCl. ve optimize edilmis tampon igeren 7,5 pl ticari ana tam
cozelti igermektedir. Buna karigima 1 pl ITS1 ileri primeri, 1 pl ITS4 ters primeri ve 2 ul
S. solani'den ekstrakte edilen DNA eklenmistir. Toplam hacim 13,5 pl steril damitilmis
su ile edilerek tamamlanmistir (Cizelge 3.4). Bu PCR karisim ¢ozeltisi S. solani’n
molekiiler karakterizasyon i¢in fungal ribozomal genomun ITS bdlgesini ¢ogaltmak i¢in
kullanilmistir.

Cizelge 3. 4. Molekiiler testler i¢in PCR reaksiyon karisiminin bilesenleri

PCR Karisim Icerigi Miktar
Master miks 7,5 Wl
10 uM F-Primer 1 ul
10 pM R-Primer Iyl
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Cizelge 3.4. Devami

Template DNA (25 ng) 2ul
ddH20 13,5ul
Toplam Hacim 25,00 pl

Molekiiler PCR analizlerinde S. solani i¢in kullanilan Thermal bloktaki sicaklik
ve sartlar1 Cizelge 3.5 de verilmistir.

Cizelge 3.5. Molekiiler analiz i¢in kullanilan PCR termal dongii parametreleri

PCR Programi Sicaklik (°C) | Zaman ]:;);gs:l
[k Denatiirarasyon 95 5 1
Denatiirarasyon 95 30”
Hibridizasyon 55 307 32
Uzama 72 60”
Son Uzama 72 10° 1

PCR amplifikasyonlarinda elde edilen {irl Onler hazirlanan %1.5 luk agaroz jelde
70 voltta 1 saat kosturulduktan (Cizelge 3.10a) sonra Vilber Lourmat marka Jel
dokiimantasyon sisteminde goriintiilenmistir (Cizelge 3.10b). Elde edilen bant biiytikligii
gorilintiilendikten sonra PCR iriinleri Macrogen Sirketine dizilenme amaciyla
gonderilmistir. Dizileme islemi belirtilen sirket tarafinda yapilmis olup elde edilen
dizileme sonuglart FASTA formatinda elde edilmistir.
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Sekil 3.10. S. solani fungusunun molekiiler PCR analizleri a) PCR analizlerinin yapildig:
Thermocycler cihazi; b) PCR {iriinlerinin agaroz jelde kosturulmasi.

3.9. 8. solani izlat (PV275671) inokulasyonlari

Basit bir el piilverizatorii kullanilarak 1 % 107 spor/ml konsantrasyonda hazirlanan
taze spor siispansiyonu yapraklarin iist ve alt yiizeylerine yeknesak kaplayacak sekilde
piiskiirtiilmiistiir. Inokulasyondan ©nce sporlarin yapigmasini tesvik etmek ve
enfeksiyona elverigli bir ortami simiile etmek icin yapraklar bir piilverizator kullanilarak
hafifge nemlendirilmistir. Inokulasyondan sonra, spor ¢imlenmesi ve fungus gelisimi igin
gereken yliksek nispi nemi korumak amaciyla bitkiler 7 giin boyunca seffaf plastik film
igerisinde saklanmistir. Bitkiler daha sonra 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyotta
25-28 °C'de sicaklikta iklimlendirme odasindaki seffaf plastik kutulara yerlestirilmistir.

Paralel olarak hazirlanan S. amaricanum ekotipleri ilizerine sadece dsH>O
piilverize edilerek bu bitkiler kontrol olarak kabul edilmistir. Yukarida belirtildigi gibi ilk
7 glin nispi nemi saglayabilmek i¢in bitkiler naylon posetlere konulmus sonrassinda seffaf
plastik kutulara alinarak ayni sartlardaki iklim odasina yerlestirilmistir.
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Sekil 3.11. S. americanum ekotipleri lizerine S. solani inokiilasyonu a) s. amecanum
bitkisi piiskiirtiiciiyle inokiile edilmektedir; b) Inokiilasyondan sonra yaklasik £85 bagil
nemi korumak i¢in naylon torba kullanimi; ¢) Nem seviyesini sabit tutmak ve
kloroformun buharlagsma veya uzun siire havaya maruz kalma nedeniyle bozulmasini
onlemek amaciyla, numuneler hava gecirmez plastik kaplara konuldu.

3.10. . lycopersicum ve Capsicum annuum Kontrol bitkilerinin S. solani ile
inokiilasyonu

Bu calisma ile ilk defa S. americanum bitkileri S. solani fungus etmeni ile inokiile
edilirken tipik belirtileri bilinen domates ve biber bitkileri kontrol olarak inokiile
edilmistir. Domates ve biber bitkilerinde bilinen semptomlar1 S. americanum' da olusan
belirtilerle karsilastirilmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan domates ¢esitleri ticari
firmalardan temin edilmis olup tlizerinde herhangi bir dayaniklilik yada hassaslik bilgisi
bulunmamaktadir.

3.11. Yaprak hastalhigr semptomlarinin siddetinin degerlendirilmesi

Calismalarda S. americanum bitkilerinin S. solani ile inokiilasyonundan sonra,
yaprak semptomlarinin gelisimi Townsend ve Heuberger (1943) formiilii kullanilarak
degerlendirilmistir. Bu yontem, gorsel bir Olgege dayali olarak bir siddet yiizdesi
hesaplamaktadir.

(Roy. 2019) Degerlendirmeler, inokulasyondan 7, 14 ve 21 giin sonra, yaprak
lezyonlarinin olusturulan 0-4 skalasina gore yapilmistir (Cizelge 3.6) Bu skalada
hastaligin tipik belirtileri, olusan kloroz ve nekrozun ilerleyisi gorsel olarak
gozlemlenerek gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.6. Yaprak hastaliklariin siddetini  degerlendirmek i¢in kullanilan

derecelendirme dlgegi

Hastahk Fenotipik tanimlama
skorlamasi
0 Yapraklarda gozle goriiliir lezyon yok
1 Cok hafif semptomlar, yaprak ylizeyinin yaklasik %1-20'sinde
kiiciik nekrotik lekeler goriiliir.
2 Yaprak yiizeyinin yaklasik %21-40"n1 kaplayan lezyonlar, lekelerin
gozle goriiliir sekilde uzamasi
3 Yaprak ylizeyinin yaklasik %41-60'1 birlesik lezyonlardan etkilenir
4 %61-80’m1 Yapraklar biiylik nekrotik veya olii, erken yaprak
dokiimii ile birlikte)
5 %80 fazla lekeli ve lekelerle kapl yaprak alan1 veya Olii, erken
yaprak dokiimii ile birlikte

3.12. S. solani'nin S.

amaricanum iizerindeki hastalik siddetinin degerlendirilmesi

S. solani'nin S. americanum ekotipleri lizerinde neden oldugu hastaligin siddetinin
degerlendirilmesi, gozlemlenen yaprak semptomlarina uyarlanmig, 0 ila 4 arasinda
degisen bes seviyeli bir fenotipik derecelendirme skalasi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Derecelendirmeler, inokulasyondan 7, 14, 21 ve 28 giin sonra lezyon yogunlugu ve
yaprak dokusu bozulma derecesine gore gorsel olarak yapilmistir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. S. solani ile inokule edilen domates bitkilerinde hastalik miktarmin
Olgtimlenmesinde kullanilan skala.

Hastalik skorlamas1 | Fenotipik tanimlama

0 Hastalik yok, yaprak yesil, belirti yok

1 Hafif sararma

2 Sararma ve nekrotik lezyon (Orta derecede hassas)

3 Nekrotik lezyon, yaprakta lekeler, yaprak dokiilmesi (hassas)

4 Yogun nekrotik lezyon, genis yaprakta lekeler, yaprak dokiilmesi
(cok hassas)

5 yaprak alani veya Olii, erken yaprak dokiimii ile birlikte ¢ok
hassas

Fenotipik olarak goézleemlenen belirtiler hastaligin siddetini bulmak i¢in Townsend-

Heuberger formiilii (1939) kullanilarak olclilmiis ve sonuglarin yiizde olarak ifade

edilmesi saglanmistir:

32




MATERYAL VE METOT A. GALLEDOUI

I%z(S(nxv)/sz)xlOO

1% = enfeksiyon yiizdesi

n = her siniftaki yaprak veya salkim sayisi ;
v = sinifin degeri ;

z = en yliksek siifin degeri;

N = degerlendirilen toplam yaprak veya salkim sayist.
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4. BULGULAR
4.1. S. americanum'un 25 ekotipi iizerinde S. solani ile patojenite testi

Birlesik Kralliktan Prof. Dr. Jonathan JONES’dan temin edilen S. americanum'un
25 ekotipi kullanilarak S. solani patojeni ile bir patojenite testi gerceklestirilmistir. 4-5
gelismis yaprak agamasina kadar yetistirilen bu bitkiler, 1 x 107 spor/ml konsantrasyona
ayarlanmig PDA ortaminda saf kiiltiirlerden hazirlanan bir spor silispansiyonu ile
yapraktan piskiirtme yoluyla inokiile edilmistir. Asilamadan sonra bitkiler, belirti
gelisimini tesvik etmek i¢in 25-28°C'de yliksek nemli bir iklim odasina yerlestirilmistir.

4.1.1. S. americanum eKotiplerinin fenotipik durumlarnin degerlendirilmesi

Gozlemler ilk gozle goriliir belirtiler ortaya c¢ikar ¢ikmaz baglamig ve
inokiilasyondan 7, 14 ve 21 giin sonra devam etmistir. Yaprak semptomlari, her bir hattin
hassas veya dayaniklilik seviyesini belirlemek igin gorsel bir Olgek kullanilarak
degerlendirilmis ve patojene karst olumlu bir tepki gosteren genotiplerin tanimlanmasina
olanak saglamistir.

Cizelge 4. 1. S. solani ile inokiile edilen S. americanum bitkilerinde 0 ila 4 arasinda bir
siddet 6lcegi kullanilarak semptom gelisiminin degerlendirilmesi

Tanimlama numarasi Erisim numarasi Skorlama
AMR 1 SP2275 Hassas

AMR 2 SP1102 Dayanikli
AMR 3 SP1032 Orta Dayanikli
AMR 4 SP1101 Dayanikl
AMR 5 SP1123 Hassas

AMR 9 SP2272 Hassas
AMR 13 SP2299 Orta Dayanikli
AMR 14 SP2300 Hassas

AMR 15 SP2301 Hassas

AMR 24 SP2310 Orta Dayanikli
AMR 25 SP2360 Hassas

AMR 26 SP2361 Hassas

AMR 28 SP3050 Hassas

AMR 29 SP3051 Hassas
AMR 31 SP3370 Dayaniklt
AMR 33 SP3372 Hassas

AMR 37 SP3387 Hassas

AMR 38 SP3389 Hassas

AMR 39 SP3390 Hassas
AMR 41 SP3392 Dayanikl
AMR 42 SP3393 Dayanikl
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Cizelge 4.1. Devami

AMR 47 SP3400 Hassas
AMR 48 SP3401 Hassas
AMR 50 SP3403 Hassas
AMR 54 SP3405 Dayanikl

4.1.2. S. americanum S. solani'ye karsi hassas Degerlendirilmesinde Pozitif
Kontrolu Kullanim

Bu ¢alismanin bir bolimii olarak, S.americanum'un 25 ekotipi lizerinde S. solani
patojeni kullanilarak bir patojenite testi gerceklestirilmistir. Gozlemlerin giivenilirligini
garanti altina almak i¢in, pozitif ve negatif kontroller deneye dahil edilmis ve kiiltiir
tepsileri icinde farkli konumlara yerlestirilmistir. Pozitif kontroller, S. solani sporlari
stispansiyonu (1 x 107 spor/ml) ile ayn1 yaprak asilamasina tabi tutulan hassas domates
bitkilerinden (S. lycopersicum,) olusurken, negatif kontroller sadece steril damitilmis su
puskiirtilen S. americanum bitkileri ile temsil edilmistir. Bu kontroller, olast ¢apraz
kontaminasyonu veya cevresel kosullardaki yerel varyasyonlar1 tespit etmek igin
ekotipler arasinda diizenli araliklarla diizenlenmistir.

Cizelge 4. 2. Su ile piilverize edilen S. americanum S solani’ye bulasik bitkilerinde 0 ila
4 arasinda bir siddet 6lgegi kullanilarak semptom gelisiminin degerlendirilmesi

Tanimlama numarasi Erisim numarast Skorlama
AMR 1 SP2275 3
AMR 2 SP1102 0
AMR 3 SP1032 2
AMR 4 SP1101 0
AMR 5 SP1123 2
AMR 9 SP2272 3
AMR 13 SP2299 0
AMR 14 SP2300 4
AMR 15 SP2301 2
AMR 24 SP2310 2
AMR 25 SP2360 3
AMR 26 SP2361 0
AMR 28 SP3050 0
AMR 29 SP3051 0
AMR 31 SP3370 0
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Cizelge 4.2. Devami

AMR 33 SP3372 4
AMR_ 37 SP3387 0
AMR 38 SP3389 2
AMR_ 39 SP3390 2
AMR_41 SP3392 0
AMR_42 SP3393 0
AMR 47 SP3400 2
AMR_48 SP3401 1
AMR_50 SP3403 0
AMR_54 SP3405 0

4.1.3. S. americanum’un S. solani ’ye karsi reaksyonlarimin degerlendirmesi

S. americanum'un S. solani patojenine verdigi tepkilerin degerlendirilmesi, farkl
ekotiplerde dayaniklilik veya hassas diizeylerini belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir.
Fungus asilanmasindan sonra, 7, 14 ve 21 gilinlerde yaprak semptomlarinin ortaya ¢ikisi,
ozellikle karakteristik kahverengi lekeler, bunlarin yayilmasi ve hastaligin gelisme hizi
gbzlemlenmistir.

Sonuglar, test edilen ekotipler arasinda dnemli farkliliklar oldugunu gdstermistir.
Bazilar1 dayanikli, bazilar1 hafif semptomlarla orta dayanikli, digerleri ise belirgin
hassaslik gostermistir.

Bu calisma, S. americanum'un patojen S. solani'ye verdigi tepkiyi degerlendiren
ilk calismadir. Simdiye kadar, S. solani, tarimsal 6nemi nedeniyle domates ve biber gibi
ekonomik agidan 6nemli mahsuller {izerinde incelenmistir. Ancak, ilgili bir yabani tiir
olan S. americanum ile etkilesimi konusunda hi¢bir deneysel veri veya yayin
bulunamamaistir. Bu ilk aragtirma, 6zellikle domateslerin genetik iyilestirilmesinde, ¢esit
secimi programlarinda yararlanilabilecek potansiyel dogal dayaniklilik kaynaklarinin
belirlenmesi icin yeni perspektifler agmaktadir. S. americanum'un model bitki olarak
kullanilmast, heniiz tam olarak arastiritlmamus bir fitopatolojik baglamda S. solani'ye kars1
savunma mekanizmalarina iliskin anlayisimizi derinlestirmemizi de saglamaktadir
(Cizelge 4.3.)
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Cizelge 4.3. Solanum americanum’un Stemphylium solani *ye kars1 reaksyonlarinin
degerlendirmesi.

Tanimlama numarasi Erisim numarasi Skorlama
AMR 1 SP2275 2.75 (£ 0.75)c*
AMR 2 SP1102 0.50 (£ 0.52)d
AMR 3 SP1032 1.33 (= 0.49)d
AMR 4 SP1101 0.25 (£ 0.45)d
AMR 5 SP1123 3.16 (£ 0.79)a
AMR 9 SP2272 3.08 (= 1.27)a
AMR 13 SP2299 1.58 (£ 0.52)c
AMR 14 SP2300 2.58 (= 0.90)b
AMR 15 SP2301 3.75(£0.75)a
AMR 24 SP2310 2.00 (= 0.95)b
AMR 25 SP2360 2.58 (= 1.08)b
AMR 26 SP2361 4.00 (= 0.60)a
AMR 28 SP3050 2.50 (£ 1.17)ab
AMR 29 SP3051 2.25 (= 1.08)b
AMR 31 SP3370 0.67 (£ 0.80)d
AMR 33 SP3372 2.75 (£ 0.79)b
AMR 37 SP3387 2,92 (= 1.16)b
AMR 38 SP3389 3.33(£0.78)a
AMR 39 SP3390 3.83 (£0.52)a
AMR 41 SP3392 0.67 (£ 0.49)d
AMR 42 SP3393 1.00 (£ 0.74)d
AMR 47 SP3400 2.75 (£ 1.02)c
AMR 48 SP3401 2.50 (= 0.52)ab
AMR 50 SP3403 2.33 (£ 0.83)b
AMR 54 SP3405 0.50 (£ 0.52)d

* Ayni stitundaki farklr harfler istatistiki olarak farklidir.
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4.1.4. Stemphylium solani morfolojik ¢calismasi

Mikolojik gozlemler sirasinda, morfolojik 6zellikleri temelinde S. solani ve A.
solani arasinda net bir ayrim yapilmistir. S. solani'nin miselyumu genellikle daha koyu
renkli, yogun ve kompakt bir dokuya sahipken, A. solani'ninki daha agik renkli ve hafif
tiyliidiir. Sporlar agisindan, S. solani belirgin enine septalara sahip ovoid ila elipsoid
konidiler iiretirken, 4. solani konidileri daha uzun, genellikle comak seklinde ve hem
enine hem de boyuna septalara sahipti. Bu morfolojik farkliliklar, iki patojenin kiiltiirde
giivenilir bir sekilde tanimlanmasini saglamistir.

4.1.5. S. solani ve A. solani arasindaki miselyum fark

Sekil 4.1. S. solani'nin mikroskobik morfolojik 6zellikleri Miseliyumun goriiniisii, beyaz
ila grimsi renkte, hafif bir hava dokusu ile.

Sekil 4.2. 4. solani'nin mikroskop altindaki morfolojik 6zellikleri miselyumun goriiniisii,
koyu kahverengi, kompakt, ylizeyde daha yogun gelisim

A. solani ve S. solani, yaprak lekelerine neden olan ancak sekil olarak birbirinden
farkli iki fitopatojenik fungusdur. 4. solani, genellikle sar1 bir hale ile ¢evrili, hedef
seklinde konsantrik kahverengi lekelere neden olurken, S. solani daha yaygin kahverengi
lekelere neden olur ve bu lekeler bazen kirmizi veya mor kenarli olabilir. Morfolojik
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olarak, A. solani, 80 ila 300 um uzunlugunda ve 15 ila 20 um genisliginde, ¢cok sayida
enine ve boyuna bdlme iceren, uzun, topuz seklinde sporlar (konidiler) iiretir. Buna
karsilik, S. solani daha kisa ve daha genis sporlar olusturur; bu sporlar 20 ila 30 um
uzunlugunda ve 20 ila 23 pm genisliginde, oval ila elips seklinde ve az sayida bolme
icerir. A. solani'nin konidileri genellikle uzun ve dalli konidioforlar iizerinde zincir
halinde dizilirken, S. solani'nin konidileri daha kisa konidioforlar iizerinde tek basina
veya kiiclik gruplar halinde goriiliir.

4.1.6. S. solani ve A. solani'nin sporiilasyonu

Sekil 4.3 asb) Mikroskop altinda gozlemlenen S. solani konidileri. Genellikle soliter,
yuvarlak ila subgloboz, soluk kahverengi, kalin duvarli ve bir veya iki enine septalidirlar;
¢;d) Mikroskop altinda gozlemlenen A. solani konidileri. Genellikle kisa zincirler
halinde, elipsoid ila uzun, koyu kahverengi, A/ternaria cinsinin karakteristik 6zelligi olan
birkag¢ enine ve boyuna bdlme ile goriiniirler.

4.1.7. Bitkilerin yapraklarindaki semptomlarin gozlemlenmesi

S. solani ile inokiile edilen bitkilerin yapraklarinda oval ila diizensiz sekilli yaprak
lezyonlar1 gdzlenmistir. Bu lekeler kahverengimsi renkte ve belirgin hatlara sahipti. Baz1
durumlarda lezyonlar yayilmis ve birleserek daha biiylik nekrotik alanlar olusturmustur.
Baz1 lezyonlarin etrafinda ¢evresel sararma goriilmiistiir. Birkag bitkide erken yaprak
dokiimii de kaydedilmistir.
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S. solani'nin sporal slispansiyonu (1 x 107 spor/ml) ile yapraktan inokiilasyonun
ardindan, test edilen tiirler arasinda semptomatik farkliliklar gézlenmistir. Domates (S.
lycopersicum) ve biber (C. annuum) bitkilerinde, inokulasyondan 7 giin sonra koyu
kahverengi ila nekrotik yaprak lekeleri ortaya ¢ikmis ve zamanla yayilarak yiiksek bir
siddet seviyesine ulasmistir. Buna karsilik, S. americanum bitkileri ekotipe bagl olarak
degisken bir tepki gostermistir: bazilar1 kloroz veya kii¢iik lezyonlar gibi ayr1 semptomlar
gosterirken, digerleri gézlem siiresi boyunca (7, 14 ve 21 giin) goriiniir hi¢gbir semptom
gostermemistir. Bu sonuglar, tiir ve genotipe bagli olarak semptomlarin degiskenligini
vurgulamaktadir.

Biberde (C. annuum) s. solani belirtiler, inokiilasyondan 7 giin sonra ortaya
cikmistir. Gozlenen ilk lezyonlar, 6zellikle alt yapraklarda kiigiik kahverengi lekelerdi.
Bunlar hizla diizensiz nekrotik lekelere doniistli ve bazen lezyonlarin etrafindaki yaprak
dokusunda hafif bir sararma eslik etti.

Domateslerde (S. lycopersicum), ilk enfeksiyon belirtileri inokulasyondan 4 giin
gibi kisa bir siire sonra ortaya ¢ikmustir. ilk olarak alt yapraklarda yaygin sarims1 alanlar
gbzlenmis, ardindan keskin kenarli dairesel kahverengi lekeler ortaya c¢ikmistir. Bu
lezyonlar 14. giinden itibaren karakteristik grimsi bir renk almis, bazen lekelerin etrafinda
klorotik bir hale olusmustur.

Bu ¢alismada gozlemlenen semptomlar, domatesleri enfekte eden S. solani ile
ilgili diger calismalarda bildirilen semptomlarla karsilastirildi ve bu da, 6zellikle keskin
kenarl1 kahverengi nekrotik lezyonlarin hizli ortaya ¢ikmasi gibi patolojik belirtilerin
benzerligini dogruladi. Ayrica, denemeler sirasinda uygulanan gevresel kosullar, bu tez
kapsaminda 6zel olarak incelenen S.americanum tiirii i¢in kullanilanlarla ayni tutuldu, bu
da test edilen farkl bitki tiirleri arasinda semptomatik reaksiyonlarin giivenilir bir sekilde
karsilastirilmasini sagladi.
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Sekil 4.4. a) su ile inokiile edilen domates yapragi; b, d) Domates yapraklarinda yaygin
sararma gozlenmis, bunu yapraklarin kenarlarinda gelisen ve deformasyona veya
kurumaya yol agabilen grimsi lekelerin ortaya ¢ikmasi izlemistir; e) domates bitkide izole
ettikten sonra yaprakta gri lekeler goriilmesi ilk haftasi semptomlar sari ve gri leke
goriilmesi f) ikinci hafta gri leke sar1 lekeden fazla yer almaktidir g) iiclincii haftada
yaprak dokiilmesi ve yaprakta lezyonu daha genis

41



BULGULAR A. GALLEDOU

Sekil 4.5. a) Su ile inokiile edilen biber yapragi; b;e;d) Biber yapraklarinda kiigiik koyu
gri nekrotik lezyonlar ortaya ¢ikar, bunlar giderek biiyiir ve yaprak dokiilmesine yol
acabilir e;f) biberde S solani’ye karsi reaksyonlari, bitki yapaklarinda fungusun
olusturdugu kiictik gri lekeler ve yaprak dokiilmesi.

Bu ¢aligmaya gore, domates ve biberde S. solani'nin gelisimini gozlemlemek ve
ayni hastalik olmasina ragmen semptomlarin ilerlemesinde belirgin farkliliklar oldugunu
ortaya koymak miimkiin olmustur. Domateslerde enfeksiyon, hizli bir sekilde belirgin
siirlari olan biiyiik nekrotik lezyonlarla ortaya ¢ikt1 ve giderek tiim yapraklara yayildi.
Buna karsin, biberlerde (C. annuum) semptomlar, ¢ogunlukla alt yapraklarda goriilen
kiiglik kahverengi lekelerle sinirli kaldi, ancak daha fazla yaprak dokiilmesine ve erken
yaprak diigmesine neden oldu.
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4.1.8. S americanum'da semptomlarin gelisimi

S. americanum'da, S. solani ile yaprak asilamasindan sonra semptomlarin gelisimi
ekotipe bagli olarak degiskenlik gostermistir. 7. giinden itibaren, baz1 bitkilerde genellikle
alt yapraklarla sinirl kiigiik kahverengi lezyonlar goriiliirken, digerlerinde gozlem siiresi
boyunca gozle goriiliir bir degisiklik goriilmemis, tiglincii haftada yanik seklinde gri
lekeler gézlenmistir.

Sekil 4.6. Hastalik degerlendirmesi a) Yaprakta az gri leke b) Hi¢ semptom olmayan
(dayanikl1) ¢) Cok hassas tiim yaprakta gri lekeler d) Cok hassas yaprak gri leke ve yaprak
dokiilmesi.

4.2. Domateste, biber ve S.americanum S. solani’ye kars1 farkh reyaksonlari

S. solani'nin neden oldugu hastalik domates (Solanum [lycopersicum), biber
(Capsicum annuum) ve S. americanum dahil olmak lizere cesitli bitki tiirlerini etkiler.
Ayni patojen olmasina ragmen, gozlenen semptomlar bir tiirden digerine 6nemli dlciide
degisir. Domateslerde enfeksiyon genellikle yapraklarda acik renk merkezli kahverengi
lekelere neden olur ve genellikle sar1 bir hale ile ¢evrelenir. Bu lezyonlar hizla yayilarak
erken yaprak dokiimiine yol acabilir.Biberlerde, semptomlar baslangicta genellikle daha
belirgindir, ancak kosullar fungusun gelismesi i¢in uygun oldugunda yaprak nekrozu ve
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deformasyonuna doniigiir. S. americanum 'un bazi hassas ekotiplerinde daha genis
lezyonlar ve hizli nekroz ile daha ciddi reaksiyonlar gostermistir.

Sekil 4.7. Hassas S. americanum domates ve biber bitkilerde S. solani fungal temenin
olusturmus oldugu tipik belirtiler. a) Domates gen¢ yapraklarinda kiiciik gri lekelerin
goriinlimii; b) Domates yash yaprakta gri yaprak lekeleri; ¢;d) biberde bitki yapaklarinda
fungusun olusturdugu kiiciik gri lekeler e) Solanum americanum'un bazi hassas
ekotiplerinde yaprak yiizeyinde biiyiik gri birlesik lekeler goriilebilir. f) Ilerlemis
enfeksiyon durumunda, yaprak dokusu siddetli kurumanin eslik ettigi siddetli nekroz
gosterir
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4.3. S. americanum bitkilerinde patojenin re-izolasyonu

S. americanum bitkilerinin S. solani ile inokiilasyonundan sonra yapraklarda
karakteristik semptomlar ortaya ¢ikmistir. Bu semptomlarin kaynagini dogrulamak i¢in
enfekteli yapraklardan yiizey dezenfeksiyonu ile yeniden S. solani izolasyonu yapilmisti
(Sekil4.9 a,b). Re-izolasyonlarda bakteriyel kontaminasyon gozlenmistir (Sekil 4.9a).
Ancak saf bir izolat elde etmek icin yaprak iizerindeki fungal koloniden alina
miselyumdan pargasiyla yeniden PDA ve Su agart iizerinde izolasyonlar
gerceklestirilmistir (Sekil 4.9 b,c). S. solani fungusunun biliylimesi kontaminasyon
olmadan yeniden saglandiktan sonra morfolojik 6zellikler mikroskobik gdézlemlerle teyit
edilmistir (Sekil 4.9 d). Mikroskopi calismalar1 re-izole edilen fungusun S. solani
oldugunu dogrulamistir

Sekil 4.8. Calismanin sonunda S. solani olugunu olmadigini kontrol etmektedir a)
Stemphylium solani yapraktan PDA iizerinde izole edilmistir b) saf olarak yeni PDA
iizerinde re-izole etmistir ¢) PDA’da spore iiretmedigi i¢in su agar’da izole etmistir d)
mikroskopta spor goriintiisii
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4.4. Molekiiler karakterizasyon

Izole edilen fungus mikroskobik olarak tanimlanmasinin ve Koch'un
postiilatlarina gore klasik dogrulandiktan molekiiler teknikler kullanilarak derinlemesine
bir analiz gerceklestirilmistir. Bu molekiiler analizlerde fungusun ribozomal DNA
bolgelerindeki niikleik asit siralart korunmus iken bu ribozomal DNA bélgeleri arasinda
yer alan Internal Transcribed Spacer (ITS)) bolgelerindeki niikleik asit dizilemeleri her
bir alt tiir i¢in farklilik gostermektedir Bu ITS bdlgelerindeki niikleik asit dizilemelerini
ortaya koyabilmek i¢in ITS1 ve ITS4 primerleri ile bu bdlge dnce PCR da ¢ogaltilmistir.
(Sekil 4.10). Cogaltilan ITS bolgelerinin niikleik asit dizilemeleri hizmet alimi ile ortaya
konuldugunda bu S. solani fungusunun sekans dizilimi National Center for
Biotechnology Information (NCBI) veri tabaninda (Accession Number) PV275671
numarasi ile kaydettirilmistir.

Sekil 4.9. S. solani izolatiyla yapilan PCR amplifikasyonundan sonra %1.5’luk agaroz
jelde elede edilen 488 bp biiyiikliigiinde iiriinlin gérinimi..

NCBI veri tabaninda (GenBank Accession No) PV275671 olarak kayit ettirilen
ITS sekansi sistemde diger funguslarin ITS sekanslartyla benzerlik anazlileri yapildiginda
en yakin S. vesicarium ile %99,80 oraninda benzerlik gosterirken A. alternata, A.
tenuissima ve A. arborescens funguslarina biiylik benzerlik gostermektedir (Sekil 4.11).

Onemli hizalamalar iireten diziler indirmek v Siitunlari segin ¥ Géistermek 0
hepsini se¢ 100 dizi segildi GenBank Grafikler Sonuglarin mesafe ajaci  MSA Gériintiileyici
p ¢ ioA GOTUNIUIEY,
T Biimsel Maksimum Toplam Sorgu ~ E Kisi  Hesap
aTm HITISf ! Puan  Puan Kapagi degeri Kimik Len Katilm
v v v v v v

Alternaria alternata genomik DNA dizisi ITS1, 5.85 rRNA geni, ITS2, 285 RNA geni, izolat H2 2 icerir ~ Alternaria attern... 902 002 %100 00 10000% 560 LR776215.1

Alternaria alternata genomik DNA dizisi ITS1, 5.88 RNA geni, ITS2, 288 (RNA geni, izolat H?2 1 icerir  Alternariaaltern... 902 902 %100 00 10000% 560 LR7762141

Stemphylium solani izolati TUR-ANT dahil transkripsiyonlu ara parca 1, kismi dizi; 5.85 ribozomal RNA... Stemphylium so... 902 902 %100 00 100,00% 488 Pv275671.1

Alternaria sp. NY12b kiiciik alt birim ribozomal RNA genini, kismi diziy;, dahil transkripsiyonlu ara pare... Alternaria iird. 902 902 %100 00 10000% 566 MF776039.1

Alternaria afternata izolati 2283.9 dahili transkripsiyonlu ara parga 1, kismi dizi, 5.6S riboromal RNA ge... Atemaria attern... 902 002 %100 00 10000% 9523 PQ480359.1

Alternaria altemata, AGROUNIKF37 kicik alt birim ribozomal RNA geni, kismi dizi; dahili transkripsiyo... Affernaria aftern... 902 086 %100 00 10000% 577 PQ316523.1

Alternaria arborescens susu DPM14 dahili franskripsiyonlu ara parca 1, kismi dizi, 585 nbozomal RNA . Altemaria ajagsi 902 902 %100 00 100,00% 543 KY4848871
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PQB81898 1
EF5051731
HG992992 1
MN328307 1
PQB44069 1
MH569054 1
MFO72646 1
KXB11075 1
KU862631.1
KT192330.1
0U98E238 1
EF505172.1
EF504709.1
PV627907.1
PV612117.4
V608082 1
PV600882 1

KM265074.1

KIM265072 1

Q985708 1

ACIK180707 1

OM117707 1

0M822676.1

EF5051431

EF504727 1

KJT44342.1

0M262281.1

01840549 1

17329396 1

MW854383 1

MWT728137.1

MW729127.1

MW728059 1

HGY92991 1

HG992989.1

HM?40800 1

MWO77712.1

MRA495830 1

FJ210489.1

Sekil 4. 10. NCBI sistemde diger funguslarin ITS sekanslariyla benzerlik analizleri.

4.4.1. ITS dizilemeleriyle S. solani’ye en yakin fungus tiirleri

NCBI veri tabanina kaydettirdigimiz PV275671 no’lu S solani ile NCBI da
bulunan funguslarin ITS dizilemelerini karsilagtirilarak yapilan homoloji analizlerinin
sonuglarini izole ettigimiz S. solani fungusu Alternaria cinsine ait tanimlanan tiirler
aradinda %99,80 ile %100 arasinda homoloji oldugunu gostermektedir. Burada en yakin
tirler A. arborescens, A. tenuissima, A. citri ve S. vesicarium tiirleriyle homoloji
gostermektedir (Sekil 4.12) .

Farkl1 bir cinse ait ancak yakindan akraba olan ve sogan gibi farkli bitki tiirlerini
de etkileyen S. vesicarium tiiriiniin varligi, analiz edilen izolatlarin genetik cesitliligini
gostermektedir. Tiim izolatlar i¢in elde edilen yaklasik %99,80'lik yiiksek homoloji ile
Genbank veri tabaninda bulunan funguslarin dizilemeleri arasinda giiclii bir homoloji
oldugunu belirtmektedir
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4.4.2. ITS dizilemeleriyle Soyagaci olusturulmasi

Filogenetik Soyagaci olusturulmasi S. solani’ye yakin olan NCBI genbank veri
tabanindaki niikleik asit dizilimlerinin birbirleriyle akrabalik iligkileri ITS bolgesi
dizilerine dayali olarak MEGA X (Versiyon) yazilimi kullanilarak olusturulmustur. Bu
soyagacina gore Stemphylium cinslerine ait izolatlar arasinda net bir ayrim oldugunu
ortaya koymaktadir. Alternaria tiirleri, bu cins i¢indeki ¢esitliligi yansitan, birbirine yakin
birka¢ kladda gruplandirilmistir, 6zellikle A. alternata, A. arborescens ve A. tenuissima.
Ote yandan, S. vesicarium, S. solani ve S. callistephi gibi Stemphylium cinsine ait
izolatlar, Alternaria'dan genetik olarak uzak olduklarin1 vurgulayan ayri bir grup
olusturmaktadir.

MN328397.1 Stemphylium vesicarium
PV275671.1 Stemphylium solani 3z
MH569054.1 Alternaria alternata

GU797366.1 Alternaria tenuissima

PV300320.1 Alternaria destruens

QOU989238.1 Alternaria arborescens

MW854383.1 Alternaria tenuissima

MH206180.1 Stemphylium botryosum

KU850919.1 Stemphylium solani

OR291054.1 Stemphylium solani

Sekil 4. 11 ITS dizilemeleriyle S. solani Soyagacit durumu.
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5. TARTISMA

Bu projede, esas olarak domates yapraklarinda ve Solanaceae familyasinin diger
tiyelerine saldiran bir patojen olan S. solani fungusu incelenmistir. Calismamizin temel
amaci, Stemphylium solani'nin Solanum americanum'un farkli ekotipleri tizerindeki
farkli tepkilerini anlamaktir. Fungus kars1 tepkinin sadece tiirler arasinda degil, Solanum
americanum ekotipleri i¢inde de degistigini gozlemlenmistir. Genetik ve cevresel
faktorlerin patojene karst dayaniklilik {izerindeki etkisini vurgulanmigtir. Ayrica
lezyonlardan daha siddetli nekrozlara kadar degisen semptomlardaki fenotipik
reaksiyonlarin bu hastaligin kontroliinde dayaniklilik geninin Solanaceae bitkilerinde
fungal hastaliklara karsi bulundugunu isaret etmekte olup bu dayamiklilik gen(ler)i
geleckte yapilacak caligmalarla ortaya konabilecektir.

Fungal S. solani, Tiirkiye'de 6zellikle nemin yiiksek oldugu bolgelerde domates
iiriinlerine onemli odlglide zarar vermeye baslamistir. iklim kosullarinin fungus
hastaliklarinin geligimi i¢in elverisli oldugu (yiliksek nem, uygun sicakliklar) Akdeniz
kiyilar1 ve Ege bolgesinin baz1 kesimleri gibi alanlarda, S. solani'nin etkisi giderek daha
endise verici hale getirmistir. Gri yaprak lekesinden sorumlu olan bu patojen, fotosentezi
etkileyen, bitki biiylimesini yavaslatan ve nihai verimi azaltan fonksiyonel yaprak
ylizeyini azaltarak énemli kayiplara neden olmaktadir. Yeni iklim kosullarina ve ekili
cesitlere hizla uyum saglama yetenegi, domates iiretimi i¢in ciddi bir tehdit olarak ortaya
¢ikmasini kismen agiklamaktadir.

Bu ¢alisma ayni zamanda S. americanum’un farkli ekotiplerinin yan1 sira domates
(S. Iycopersicum) ve biber (C. annuum) bitkilerinde inokulasyon sonra gozlenen cesitli
semptomlar1 ayirt etmemizi saglamistir. Semptomatik reaksiyonlar tiirler ve ekotipler
arasinda farklilik gostererek S. solani enfeksiyonuna verilen tepkilerin ¢esitliligini ortaya
koymustur.

Bu ¢alismada elde edilen sonuglar, S. solani ile inokiile edilen 25 S. americanum
ekotipi arasinda genis bir yanit ¢esitliligi oldugunu gostermektedir. Bazi hassas
ekotiplerin, hassas kontrollerde, yani domates (S. lycopersicum) ve biberde (C. annuum)
gozlenenlerden daha siddetli semptomlar goéstermesi Ozellikle dikkat gekicidir. Bu
ekotiplerdeki yaprak lezyonlar1 daha biiyiiktii, bazen hizla birlesiyordu ve enfeksiyonun
ilerlemesinin hizlandigin1 yansitan, ¢evrede gri bir leke eslik ediyordu. Bu gozlem, S.
solani'ye karst hassasligin Solanaceae familyasinin bazi hassasi g¢esitlerinde daha da
belirgin olabilecegini diislindiirmektedir.

Ote yandan, S. americanum'un gesitli ekotipleri inokulayon bdlgesinde patojenin
biiylimesini kisitlayabilmistir. Bu ekotiplerde belirtilerin tamamen yoklugu ya da ¢ok
diisiik diizeyde ifade edilmesi, muhtemelen asir1 hassas bir tepkiyle baglantili olan
savunma mekanizmalarinin hizli ve etkili bir sekilde gelismedigini gostermektedir.
Tepkideki bu farkhiliklar, S. americanum'un yaprak hastaliklarina karsi dayaniklilik
caligmalarinda genetik materyal olarak ve ayni zamanda S. solani veya diger hastaliklar
iceren konukgu-patojen etkilesimlerinin daha 1yi anlagilmasi i¢in bir model olarak 6nemli
Olciide ilgi ¢ekici oldugunu gdstermektedir.

Mikroskobik gozlem, S. solani'yi Solanaceae'deki yaprak hastaliklarindan
sorumlu iki fungus olan Alternaria solani'den agikg¢a ayirt etmeyi miimkiin kilmistir. S.
solani, genellikle kiiciik zincirler veya kiimeler halinde gruplanmis oval ila eliptik
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sporlara (konidya) sahip koyu kahverengi, iyi boliimlenmis bir miselyuma sahiptir. Bu
sporlarin uglar1 yuvarlatilmis, kalin bir duvari ve az sayida bélmesi vardir. Buna karsilik,
A. solani daha acik, gri-kahverengi bir miselyum {iretir ve hem uzunlamasina hem de
enlemesine oldukca septat olan uzun, comak seklinde sporlara sahiptir. Bu sporlar, basit
veya dallanmig olabilen konidiyofor ad1 verilen daha ince yapilar lizerinde taginir.

Nasehi vd (2013) tarafindan yiiriitiilen ¢calismada, Stemphylium solani, kahverengi
nekrotik lezyonlar gosteren patlican yaprak dokularindan izole edilmis ve 25 °C sicaklikta
PDA (Patates Dekstroz Agar) ortaminda basariyla kiiltiire almmustir. Inokulasyondan
birka¢ giin sonra, fungus koyu kahverengi, yogun ve iyi dallanmis bir miselyum
olusturarak ortam ylizeyini tamamen kaplamistir. Go6zlemlenen konidiler muriform
yapida, agik kahverengi, oblong formda olup, ortalama 21,6-—45,6 pm uzunlugunda ve
11,5-21,6 pm genisliginde olgiilmiis; 2 ila 7 enine ve 1 ila 4 boyuna septaya sahip
olduklar1 belirlenmistir. Konidiyoforlar acik kahverengiden acik koyuya degismekte ve
220 um’ye kadar uzunlukta olup, konidileri tekli zincirler halinde tasimaktadir.
Sporlanma, 6zellikle 8 saat 151k altinda 25 °C’de, V8 veya havug-patates agar1 gibi 6zel
ortamlarda etkili sekilde gozlenmistir. Molekiiler tanimlama ITS1 ve ITS4 primerleri
kullanilarak rDNA’nin ITS bdélgesinin ¢ogaltilmasi ile yapilmis ve elde edilen diziler
GenBank veritabaninda yer alan S. solani dizileriyle %99 benzerlik gostermistir
(AF203451, HQ840713); diziler JQ736023 erisim numarastyla GenBank’a yiiklenmistir.
Patogenez testlerinde, inokule edilen patlican yapraklarinda 7 giin i¢inde hastaliga 6zgii
belirtiler gelismis, kontrol grubunda ise herhangi bir belirti gézlenmemistir.

Bu calismada, S. solani, kahverengi nekrotik lezyonlar gosteren enfekte domates
yapragindan izole edilmis ve ardindan 25 °C'de PDA besiyerinde basariyla
kiiltiirlenmistir. Ekimden 7 giin sonra, fungus besiyerinin tiim yiizeyini kaplayan yogun,
yesil ve iy1 dallanmis bir miselyum olusturmustur. Gézlemlenen konidiler, uzun, duvar
benzeri, agik kahverengi renkli, yaklagik 15 ila 30 um uzunlugunda ve 20 ila 23 um
genisliginde, 1 ila 6 enine ve 2 ila 4 boyuna bélme igeren bir sekle sahipti. Sporulasyon,
25°C'de 8 saat 151k altinda PDA ortaminda 6zellikle etkili oldu. Molekiiler tanimlama,
IT1 ve ITS4 primerleri kullanilarak rDNA'nin ITS bolgesini amplifiye ederek
gerceklestirildi ve elde edilen sekanslar, GenBank'ta zaten mevcut olan S. versicarium ve
S. solani sekanslariyla %89-99 benzerlik gosterdi. Patojenite testlerinde, asilanan S.
americanum, domates ve biber yapraklari, hassas cesitlerde 7 giin sonra karakteristik
semptomlar gelistirmistir.

Chai vd. (2014), tarafindan yapilan bir ¢alismada, S. solani ilk kez Cin'de tath
patateste ([pomoea batatas) yaprak lekesine neden olan etmen olarak tanimlanmustir.
Aragtirmacilar patojeni yapraklardaki nekrotik lezyonlardan izole etmis ve tanimlamistir.
Patojeniteyi dogrulamak igin, tatli patates bitkilerini bir S. solani spor slispansiyonu ile
asiladilar. Nekrotik yaprak lekelerinin karakteristik semptomlar1 agilanan bitkilerde hizla
ortaya cikt1 ve S. solani'nin bu yeni hastaligin nedeni oldugu dogrulanmatir.

Zheng vd.(2009), tarafindan yapilan bir calismada, S. solani Cin'de sarimsak
(Allium sativum) yaprak yanikliginin nedeni olarak tanimlanmistir. Arastirmacilar S.
solanimin konukgu araligini belirlemis ve sarimsak yapraklarinda nekrotik lekeler ve renk
degisikligi gibi karakteristik semptomlar gdzlemlemistir. fungusunun patojenitesini
dogrulamak i¢in deneysel inokiilasyonlar gerceklestirdiler. S. solani sporlarinin
slispansiyonlar1 sarimsak bitkilerine uygulanmis ve asilanan yapraklarda hizla
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semptomlar geligmistir. Caligmada ayrica, agilamanin bitki biiyiimesi iizerindeki zararl
etkileri ol¢iilerek S. solani'nin fitotoksisitesi degerlendirilmistir.

Tomazoni vd., (2018), tarafindan yapilan ¢alismada, S. solani hem morfolojik
hem de molekiiler yontemler kullanilarak tanimlanmistir. Morfolojik olarak
arastirmacilar, fungusun S. solani'ye 6zgii konidilerin sekli ve boyutu gibi 6zelliklerini
gozlemlemislerdir. Molekiiler tanimlama rDNA gen dizisi ile dogrulanmigtir. Daha
spesifik olarak, arastirmacilar patojenin daha kesin bir sekilde tanimlanmasi icin
rDNA'nin i¢ transkripsiyon bolgelerini (ITS1 ve ITS4) kullandilar. Elde edilen dizi,
genetik veri tabanlarinda bulunanlarla karsilastirilarak S. solani tiiriiniin domateste fungal
bir patojen olarak dogrulanmasi miimkiin olmustur. Ayrica Ornekler, S. solani'nin
bliylimesi ve sporlanmasi i¢in en uygun sicaklik olan 25°C'lik bir firinda inkiibe
edilmistir. Tiim bu ve yukaridaki yapilan ¢alimalar elde ettigimiz sonuglarla ortigmekte
olup S. americanum bitkilerinin fungal patojen S. solani’ye kars1 dayanikli gen(ler)i
icerdigini ortaya koymaktadir.

S. solani, dzellikle Tirkiye'nin nemli bolgelerinde domates triinlerinde 6nemli
fungus hastaliklarina neden olan bir fungus patojenidir. Bu patojenin ¢ogalmasi, 6zellikle
yaz aylarinda enfeksiyonlarin hizla yayilma riskini artiran nemli ve sicak iklim kosullari
tarafindan desteklenmektedir. Zaman iginde, yeterli yonetim Onlemleri alinmazsa S.
solani'min viriilansi artabilir ve yetistiriciler icin 6nemli kayiplara yol acabilir.

Bu caligmada amag, asir1 pestisit kullanimin1 azaltmak i¢in S solani'ye karsi
genetik olarak dayanikli bitkileri bulmaktir. Kimyasallarin kullanimi gerek ¢vereye
gerekse insan sagligina zararli oldugu i¢in siirdiiriilebilir bir tarim igin alternatif
dayaniklilik kaynaklarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Ote yandan, biyolojik kontrol
yontemlerinin  kullanim1 umut verici olsa da maliyetlidir ve kalict sonuglar elde
edilmeden oOnce uygulanmasi hem Onemli miktarda zaman hem de maliyet
gerektirmektedir.

Seralarin solarizasyonundan kaginilmamalidir ¢iinkii bu uygulama toprak kokenli
tiim fito-patojenlerin yiikiinii azaltmakta olduk¢a etkilidir. Gergekten de, yaz aylarinda
uygulanmas1 Antalya gibi Akdeniz sahil kesiminde basarili bir {iretimin ve saglikli bir
iiretimin altinda yatan en etkili yontem olup tamamen ¢evre dostu bir yontemdir. Bu
nedenle solarizasyonla birlikte genetik olarak dayanikli ¢esitlerin kullanimi, akilc1 tarim
uygulamalarinin  entegrasyonuyla oOrne§in sera igerisindeki nemi uzaklagtiran
havalandirma sistemleri giiniimiizde siirdiiriilebilir tarim yapmak daha miimkiin hale
gelmektedir.
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6. SONUCLAR

Bu c¢alismada, S americanum'un 25 ekotipinin, yapraklarin gri lekelenmesine
neden olan S. solani'ye karsi tepkisi kontrollii kosullar altinda degerlendirilmistir.
Sonuglar, test edilen farkli ekotipler arasinda hassasiyet agisindan onemli farkliliklar
oldugunu ortaya koymustur. Bunlar arasinda, birkag ekotip, inokulasiyondan birka¢ giin
sonra bile, gozle goriiliir lezyonlar veya patojenin 6nemli bir ilerlemesi olmaksizin,
belirgin dayaniklilik gostermistir. 25 S. americanum ekotipinden 6's1 dayanikli, 3'i orta
dayanikli ve 16's1 hassastir. Buna karsilik, hassas kontrol bitkileri, 6zellikle domates
(S.lycopersicum) ve biber (C. annuum), klorotik halka ile ¢evrili nekrotik kahverengi
lekeler, ilerleyen solgunluk ve yapraklarin kismen dokiilmesi ile karakterize edilen tipik
hastalik semptomlar1 gelistirdi.

Domates ve biber yapraklarinda gozlenen belirtiler daha yogundu ve S.
americanum'un dayanikli ekotiplerine gore daha erken ortaya cikti. Kontrol grubu olan
domates ve biber bitkilerinde belirtiler inokulasyondan itibaren 4. giinde goriilmeye
baslarken, S. americanum'un belirli hatlarinda farkli dayaniklilik seviyesi
gdzlemlenmistir. Ozellikle SP1102, SP1101, SP3370, SP3392, SP3393 ve SP3405 kodlu
6 ekotipte, 21 giin boyunca hi¢bir hastalik belirtisi gézlenmemistir. Buna ek olarak,
SP1032, SP2299 ve SP2310 numarali 3 ekotipte ise sadece kiigiik ve biiylime
gostermeyen yaprak lekeleri olusmustur. Sonuncusu, savunma mekanizmalarinin hizl
aktivasyonuna isaret ederek, inokulasyon bolgesinde fungusun biiylimesini sinirlama
yetenegi gostermistir. Bu nedenle, bu calismanin sonuglari, 1slah programlarinda
dayanikli materyal olarak belirli S. americanum hatlarinin yiliksek potansiyelini
vurgulamaktadir.

Solanaceae'yi etkileyen bir diger 6nemli fungal patojen olan S. solani ve A. solani
arasinda morfolojik karsilastirmalar yapilmistir. Mikroskobik gozlemler iki fungusu net
bir sekilde ayirt etmistir: S. solani, genellikle kisa zincirler halinde gruplanmis oval ila
eliptik konidilere sahip koyu kahverengi septali bir miselyuma sahipken, A. solani,
cinsinin karakteristigi olan enine ve boyuna bdliinmiis uzun konidilere sahip daha acik
bir miselyum olusturur.

PDA ortaminda yapilan biiylime ol¢iimleri, S. solani'nin A. solani'ye gore biraz
daha yavag gelistigini gosterdi (S.solani i¢in 7 giin, A. solani i¢in 4 giin), ancak yine de
daha yogun bir biyokiitle tirettigini ortaya koydu. Sporlanma miktar1 karsilastirildiginda,
S. solani'nin A. solani sporlarindan 6nemli 6l¢lide daha fazla konidi iirettigi belirlenmistir.
Ayrica, iki tiirin konidi morfolojileri arasinda belirgin farkliliklar gozlemlenmistir: S.
solani konidileri yaklasik 15 ila 30 um uzunlugunda ve 20 ila 23 um genisliginde olup
daha kisa ve daha kalindir, 4. solani konidileri ise 80 ila 170 um uzunlugunda ve 15 ila
20 um genisliginde olup daha uzun ama daha incedir.

Sonuglar sadece iki patojeni morfolojik ve fizyolojik olarak daha i1yi ayirt
etmemizi saglamakla kalmiyor, ayni zamanda S. americanum'un bitki-patojen
etkilesimlerini incelemek ic¢in bir model tiir olarak degerini de gii¢lendiriyor. Dayanikli
ekotiplerin tanimlanmasi, dayaniklilik genetii ve yaprak hastaliklarinin fonksiyonel
biyolojisi lizerine gelecekte yapilacak aragtirmalar i¢in saglam bir temel olusturmaktadir.
Ayrica bu calisma, gelecekte S. solani’nin S. americanum tzerindeki enfeksiyon
siirecinin gozlemlenmesini kolaylastiracak bir referans niteligindedir. Bu dogrultuda, S.
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americanum'un dogal dayanikliliginin anlasilmasi, dayanikli mekanizmalarinin
aydinlatilmasi ve stirdiiriilebilir bitki koruma stratejilerinin gelistirilmesi agisindan biiytlik
Onem tagimaktadir.
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