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Determination of Seed-borne Fungi in Some Sunflower Genotypes
Showing Different Tolerance Degree Against Downy Mildew Disease
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ABSTRACT

Identification of fungi species on pericarps and seeds of sunflower genotypes, which were sensitive and highly tolerant against
downy mildew, and determination of their pathogenicities were aimed in this study. Alternaria alternata was determined in
seeds and perikarps of all sensitive genotypes. The presence of Alternaria infectoria, Bipolaris cynodondis, Cladosporium
cladosporioides and Fusarium oxysporum differed to genotypes, pericarps and seeds. The highest pericarp and seed rate
contaminated with fungi was recorded on 2517-A (19%) and 9728-A (16%), respectively. It was determined that pericarp
and seeds of genotypes highly tolerant to downy mildew were commonly contaminated with Fusarium culmorum, and also A.
alternata and A. infectoria were found in a few genotypes. Among the highly tolerant genotypes, pericarps and seeds of |3-
TR-001 and TTAE-13-19, respectively, were contaminated with fungi at the highest rate. In pathogenicity tests by inoculation
of pericarps with seeds with fungi species, A. alternata, A. infectoria, B. cynodontis, C. cladosporioides, F. culmorum and F.
oxysporum caused disease severity in seedlings at the rates reaching to 33.03%, 22.7%, 30.7%, 26.47%, 52.03% and 38.7%,
respectively.
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Mildiy6 Hastaligina Karsi Farkli Tolerans Derecelerindeki Bazi Aycicegi Genotiplerinde Tohum Kokenli
Funguslarin Belirlenmesi

Bu calismada aygicegi mildiyost hastaligina karsi hassas ve yiiksek derecede tolerant olan genotiplerin perikarp ve
tohumlarinda bulunan fungus tiirlerinin tanilanmasi ve patojenisitelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Calismada Alternaria
alternata hassas genotiplerin timiniin tohum ve perikarplarinda tespit edilmistir. Alternaria infectoria, Bipolaris cynodondis,
Cladosporium cladosporioides ve Fusarium oxysporum’un varligi genotiplere, perikarp ve tohum kisimlarina gore farklilik
gostermistir. Funguslarla bulasik en ylksek perikarp ve tohum orani sirasiyla 2517-A (%19) ve 9728-A (%1 6) genotiplerinde
olmustur. Aycicegi mildiyosiine yiiksek derecede tolerant genotiplerin perikarp ve tohumlarinin yaygin olarak Fusarium
culmorum ile bulasik oldugu ayrica az sayida genotipte A. alternata ve A. infectoria’nin da bulundugu belirlenmistir. Yiiksek
derecede tolerant genotipler arasinda 13-TR-001 ve TTAE-13-19un sirasiyla perikarp ve tohumlarinin fungal organizmalarla
en yliksek oranda bulagik oldugu belirlenmistir. izole edilen fungus tiirlerinin tohum iceren perikarba inokulasyonu seklinde
gerceklestirilen patojenisite testlerinde A. alternata, A. infectoria, B. cynodondis, C. cladosporioides, F. culmorum ve F. oxysporum
fidelerde sirasiyla %33.03, %22.7, %30.7, %26.47, %52.03 ve 9%38.7’ye ulagan oranlarda hastalik siddeti olusturmuslardir.
Anahtar kelimeler: Aycicegi (Helianthus annuus L.), aycicegi genotipleri, tohum kokenli funguslar, patojenisite

GIiRiS yagin Uretimini artirmak da Onem tagimaktadir.

Diinya nufusunun hizli artisiyla birlikte, artan nlfusun
ihtiyaglarini karsilamak her gegen glin zorlagsmakta,
sinirl olan tarim arazilerinde daha yiksek verim ve
kalitenin elde edilmesi zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir.
Bu baglamda insanin temel ihtiyag maddelerinden olan
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Diinyada bitkisel yaglar soya, palmiye, kanola, aygicegi,
fistik, pamuk ve zeytinden karsilanmaktadir. Ulkemizde
bitkisel yagin hammaddesi olan aygicegi (Helianthus
annuus L.) ekonomik degeri oldukga yliksek bir yag
bitkisidir. Aygicegi tohumlarinin %40 ile %60 arasinda
yag icermesi nedeniyle tarimsal Uretimdeki nemi glin
gegtikge artmaktadir.

Diinyada aygigegi Uretim alani 2019 yili verilerine gore
27 368 766 ha ve uretim miktari ise 56 072 746 tondur.
Diinyada 2019 yilinda Uretimde ilk sirayr 15 379 284
ton ile Rusya, ikinci siray1 15 254 120 ton ile Ukranya,
Uguncu sirayr 3 825 750 ton ile Arjantin almaktadir.
Ulkemiz ise 754 693 ha alan ile diinya siralamasinda 10.
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Cizelge 2. Denemelerde kullanilan aygigegi genotipleri

Ornek No Hassas Ornek No Yiiksek derecede tolerant
I 2453-A 6 TTAE-13-19

2 9728-A 7 I3-TR-009

3 9725-A 8 TTAE-13-9

4 2517-A 9 [1-TR-0I5

5 9178-A 10 3-TR-001

sirada olmakla birlikte 2 100 000 ton Uretim ile 7. sirada
bulunmaktadir (FAO 2019).

Aysiceginde gerek yeterli yagis miktarinin alinamamasi
gerekse yapilan yanlis uygulamalara bagl iklimsel verim
kayiplari  yasanmaktadir. Fakat bunun haricinde
ayciceginde basta fungal hastaliklar olmak tizere yabanci
ot sorunu ve diger hastalik ve zararlilar bulunmaktadir.
Ayciceginin en onemli fungal hastaliginin Plasmopara
halstedii  (Farl.) Berlet and de Toni tarafindan
olusturulan aygicegi mildiyosu oldugu bildirilmektedir
(Viranyi ve Spring, 201 |). Bu ylzden giinimizde hala
aygicegi mildiyosiine dayanikli hatlar gelistiriimeye
calisilmaktadir. Ancak gelistirilen bu dayanikli hatlarda
tohum kokenli fungal hastaliklar nedeniyle gikis 6ncesi
ve sonrasi olimler gorilmektedir.

Ulkemizde aycicegi tohumlarinda bulunan fungal
organizmalarin tespiti konusunda sadece bir ¢alisma ile
karsilasiimistir (Aktas ve ark., 2001). Bu galismada ok
sayida fungal organizma (Acromoniella spp., Alternaira
spp., Arthrobotrys spp., Aspergillus spp., Botrytis spp.,
Cladosporium spp., Curvularia spp., Drechslera spp.,
Fusarium spp., Macrophomina spp., Mucor spp.,
Penicillium spp., Phoma spp., Rhizopus spp., Septonema
spp., Stemphylium spp., Trichoderma spp., Ulocladium
spp.) tespit edilmis, ancak bu fungal organizmalarin
patojenisiteleri belirlenmemistir.

Dis  llkelerde aygicegi tohumlarinda  bulunan
funguslarin tespitine yonelik aragtirmalar bulunmakla
beraber (Merriman ve Heathcote, 1978; Dawar ve
Ghaffar, 1991; Bhutta ve ark., 1997; Wu ve Wu, 2003;
Nahar ve ark., 2005; Rao, 2006; El-Azhary, 2008; Afzal
ve ark., 2010; Abdullah ve Al-Mosavi, 2010; Levic ve
ark., 2012; Ghoneem ve ark., 2014; El-Vakil, 2014;
Masirevic ve ark., 2014; Costa Nobre ve ark., 2015;
Irshad ve ark., 2017; Srinivas ve ark., 2017; Patil ve ark.,
2018), tohumlardan tespit edilen fungal etmenlerin
patojenisitelerine (Bhutta ve ark., 1997; Wu ve Wau,
2003; Afzal ve ark., 2010; Ghonem ve ark., 2014) ve
tohum enfeksiyonu ile gesitler arasindaki iligkilere
yonelik (Rao, 2006; El-Azhary, 2008; Abdullah ve EI-
Mosavi, 2010) az sayida arastirma ile karsilagilmistir.
Aygicegi tohumlar perikarp (tohum kabugu) iginde
bulunmaktadir. Danenin %45’ini olusturan perikarp diiz
ya da cizgili gri-siyah renkte olup 6zel kabuk kiricilariyla
kolaylikla  tohumdan  ayrilabilmektedir.  Aygicegi
mildiyosiline hassas ve ylksek derecede tolerant olan
genotiplerin perikarp ve tohumlari ile gergeklestirilen
bu calismada, tohum kokenli fungal organizmalarin
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tespit edilmesi, patojenisitelerinin belirlenmesi ve
fungal etmenlerin  bulunma oranlar  agisindan
genotiplerin karsilagtiriimasi amaglanmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Calismada kullanilan genotipler Edirne’de bulunan
Trakya Tarimsal Arastirma Enstitisi’nden temin
edilmistir. S6z konusu Enstitli'niin uzun yillara dayanan
galismalar sonucunda mildiy6é hastaligina karsi yiiksek
derecede tolerant oldugunu bildirdikleri 5 genotip ve
hassas olarak belirttikleri 5 genotip olmak lizere toplam
[0 genotipe ait perikarp ve tohumlar (Cizelge I)
icerdikleri fungal organizmalar agisindan incelenmistir.

Farkh aycicegi genotiplerinin tohum ve
perikarbinda bulunan fungal organizmalarin
izolasyonu

Fungal etmenlerin tespiti amaciyla perikarp ile birlikte
tohumlar once %2’lik sodyum hipoklorit ile 7 dakika
sure ile sterilizasyona tabi tutulmus daha sonra 2 kez
steril saf sudan gegirilerek steril kurutma kagitlarinda
kurutulmustur. Steril bistlri yardimiyla perikarp ve
tohumlar ayrilarak iginde patates dekstroz agar (PDA)
iceren petri kaplarina yerlestiriimistir. Denemeler her
tekrarda | petri ve her petride 10 adet tohum ya da
perikarp bulunacak sekilde 10 tekrarli olarak tesadif
parselleri deneme deseninde yliritilmis toplamda her
bir genotipten 100’er adet tohum ve perikarp kiiltiire
alinmistir. Perikarp ve tohumlari iceren petriler 23
°C’de karanlikta 7 glin siire ile inkiibasyona birakilmis,
bu slire sonunda gelisen funguslar konidi ve konidiofor
yapilarina ve besi ortamlarindaki koloni gelisimlerine
gore cins diizeyinde tanilanarak gruplandinilimistir (Ellis,
|976; Domsch ve ark., 1980; Watanabe, 2002;
Woudenberg ve ark., 2013; Lawrence ve ark., 2014).
Aspergillus  spp., Penicillium spp. ve Rhizopus spp.
saprofit olarak degerlendirilmistir. Tanilama slirecinde
PDA disinda patates havug agar (PCA), malt ekstrakt
agar (MEA) ve sebze suyu (V8) agar kullanilmistir.
Hassas ve yiksek derecede tolerant genotiplerden
elde edilerek cins diizeyinde gruplandinlmis izolatlarin
tek spor izolasyonlari yapilmistir, daha sonra PDA besi
ortami igeren tiiplere alinarak +4 °C’de buzdolabinda
muhafaza edilmistir.
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Sekil 1. Aygicegi fidelerinde fungal etmenlerin
olusturdugu hastalik siddeti igin olusturulan skala.

'
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Patojenisite testleri

Patojenisite testlerinde tek spor olarak elde edilen
cinslere ait gruplardan, enfekteli tohum oranlari dikkate
alinarak tesadif olarak segilen izolatlar kullanilmistir.
Testler en yiiksek ve en distik diizeyde bulasik bulunan
2 genotipte gergeklestirilmistir. Tohumlar perikarbi ile
birlikte, segilen izolatlarin spor susplnsiyonu ile
inokule edilmistir. Inokulasyon sirasinda Alternaria spp.
ve Bipolaris sp. i¢in | X 10° konidi/ml (Noelting ve ark.,
2012; Tanahashi ve ark., 2016; Zhang ve ark., 2017);
Fusarium spp. ve Cladosporium sp. i¢in 10¢ konidi/ml
(Palou ve ark., 2016; Touati-Hattab ve ark., 2016;

Tetorya ve Rajam, 2018) konsantrasyonlari
kullanilmistir. ~ Fungal  organizmalarin  izolasyonu
boliminde  belirtildigi  sekilde  steril  edilen

tohum-+perikarp konidi stispansiyonlar igine alinarak
Uzerine 10 pl Tween 20 damlatiimig ve | saat sire ile
sallayicida galkalanmistir. Calkalanma sonunda  steril
kurutma kagitlarinin  Uzerinde 5 dakika siire ile
kurutulan perikarpli tohumlar, icinde steril su ile
islatiimis 4 kat kurutma kagidi bulunan petrilere her
petriye 10 adet olacak sekilde yerlestirilmistir.
Denemeler 10 tekrarli olarak (her tekrarda bir petri)
tesadif  parselleri ~ deneme  desenine  gore
yUritulmustdr.

Perikarbi ile birlikte inokule edilen tohumlar | hafta
stire ile 23 °C’de karanlikta inkiibasyona birakildiktan
sonra fidelerde farkli belirtiler gézlendigi ve daha once
verilen herhangi bir skala bulunmadigi igin tarafimizdan
olusturulan 0-3 skalasi kullanilarak degerlendirilmistir
(0: Saglikli, 1: Cimlenme var, ancak kok uglari
kahverengilesmis, 2: Cimlenme var, perikarp fungus
tarafindan kolonize olmus, 3: Cimlenme yok, perikarp
ve tohum fungus tarafindan tamamen kolonize olmus)
(Sekil 1). inkiibasyon déneminden sonra olusan hastalik
siddeti ise Towsend-Heuberger formili yardimiyla
hesaplanmistir (Karman 1971).

Fungus tiirlerinin teshisi

Molekiiler teshise temel olmasi agisindan mikroskobik
gorunliimleri ve koloni gelisimlerine gore gruplara
ayrilan izolatlardan ylksek dizeyde patojen olanlari
secilerek PCA, PDA, V8 ve MEA besi ortamlarinda
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gelisme hizlan Olglilmistir. Gelisme hizini 6lgmek igin
PDA besi ortaminda gelistirilen izolatlardan mantar
deliciile 0.7 cm gapinda agar disk alinarak belirtilen besi
ortamlarina aktarildiktan sonra 23 °C’de karanlikta
inkiibasyona birakilmis ve 3., 5., 10. ve |5. glinlerde
koloni caplar belirlenmistir. Her bir izolat ve besi
ortami igin 3 tekrar yapilmistir. Ayrica s6z konusu
izolatlarin konidi boyutlari ve her bir besi ortamindaki
koloni gelisimleri belirlenmis, DNA ekstraksiyonu, PCR
amplifikasyonu ve DNA dizi analizi igin Namik Kemal
Universitesi NABILTEM laboratuarina génderilmistir.
Elde edilen sekanslar NCBI (National Center for
Biotechnology Information)’ de BLAST analizi ile
incelenerek tir teshisleri gergeklestirilmistir.
Calismamizda, fungus tdrlerinin tohum ve perikarp
kisimlarinda bulunma oranlari ve patojenisite testleri
sonucunda elde edilen degerler SPSS programi
kullanilarak tek yonlu varyans analizine tabii tutulmus,
ortalamalar arasindaki farkliliklar LSD testine (P = 0.05)
gore karsilastiriimistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Farkh aycicegi genotiplerinin tohum ve
perikarbinda tespit edilen fungus tirleri
Calismamizda kullanilan mildiy6 hastaligina karsi hassas
genotiplerde yapilan incelemeler sonucunda, tohum ve
perikarpta alternata tlr grubundan Alternaria alternata,
infectoria tir grubundan Alternaria infectoria, ayrica
Bipolaris cynodontis, Cladosporium cladosporioides ve
Fusarium oxysporum olmak tzere 5 farkli fungus tiri
tespit edilmistir (Cizelge 2). izole edilen fungus tiirleri
arasinda A. alternata tim genotiplerde belirlenmis, en
yUksek enfekteli perikarp orani (%17) 4 no’lu genotipte
olmus, bu genotipte s6z konusu tiir ile enfekteli tohum
ve perikarp orani arasindaki farkliik  Snemli
bulunmustur. Diger genotiplerde enfekteli perikarp ve
tohum orani arasinda istatistiki bir farkllik olmamis,
etmen %2 ile %6 arasinda degisen oranlarda tespit
edilmistir. A. infectoria, | ve 2 no’lu genotiplerin hem
tohum hem de perikarp kisminda, 3 ve 4 nolu
genotiplerin sirasiyla perikarp ve tohum kisminda
bulunmustur. 3 no’lu genotipin tohum kismi s6z konusu
fungus tirind icermemis bu durum istatistiki olarak
onemli olmustur. Bipolaris cynodontis 2 ve 3 no’lu
genotiplerin  sadece tohumlarinda tespit edilmis,
perikarp kisminin  bu fungusla bulagik olmadig
gorilmustlr. C. cladosporioides | no’lu genotipin ve F.
oxysporum ise 3 ve 4 no’lu genotiplerin hem tohum hem
de perikarp kisimlarinda tespit edilmislerdir. C.
cladospoiroides igin | no’lu genotipte, F. oxysporum igin
4 no’lu genotipte enfekteli tohum ve perikarp oranlari
arasindaki farklilik istatistiki olarak 6nemli olmustur.
Aygicegi mildiyosiine karsi hassas olan genotipler
toplam fungus agisindan degerlendirildiginde 4 no’lu
genotipin (tohum + perikarp) digerlerine gére daha
ylksek oranda bulasik oldugu gorilmistur.
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Cizelge 2. Aycicegi mildiyostine karsi hassas genotiplerde fungus tirleri ile bulagik tohum ve perikarp oranlari (%
g yGices! )4 8 P g p P

Genotip
| 2 3 4 5

(2453-A) (9728-A) (9725-A) (2517-A) (9178-A)
Fungus tiirleri Tohum  Perikarp Tohum  Perikarp Tohum  Perikarp Tohum  Perikarp Tohum  Perikarp
Alternaria alternata 5.0b* 4.0b 5.0b 6.0b 0.0b 2.0b 6.0b 17.0a 3.0b 4.0b
Alternaria infectoria 4.0ab 1.0b 8.0a 3.0ab 0.0b 8.0a 2.0b 0.0b 0.0b 0.0b
Bipolaris cynodondis 0.0b 0.0b 3.0ab 0.0b 6.0a 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b
C. cladosporioides 5.0a 1.0b 0.0b 3.0ab |.0b 0.0b 0.0b 1.0b 0.0b 0.0b
Fusarium oxysporum  0.0b 0.0b 0.0b 0.0b |.0b 2.0ab 6.0a 1.0b 0.0b 0.0b
Toplam 14 6 16 12 8 12 14 19 3 4

*: Her deger 10 tekrarin ortalamasidir. Ayni sirada farkli harflerle gésterilen degerler arasindaki farkliliklar LSD testine gore

onemlidir (P = 0.05).

Cizelge 3. Aycigegi mildiyosiine karsi yliksek derecede tolerant genotiplerde fungus tiirleri ile bulasik tohum kisimlari (%)

Genotip
6 7 8 9 10

(TTAE-13-19) (13-TR-009) (TTAE-13-9) (I1-TR-015 (13-TR-001)
Fungus tiirleri Tohum  Perikarp Tohum  Perikarp Tohum  Perikarp Tohum  Perikarp Tohum  Perikarp
Alternaria alternata 0.0*b 1.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 2.0b 2.0b 4.0ab 7.0a
Alternaria infectoria 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 1.0b
Fusarium culmorum ~ 6.0ab 0.0c 3.0bc |.0bc 1.0bc 9.0a 2.0bc |.0bc 0.0c I'1.0a
Toplam 6 | 3 | | 9 4 3 4 19

*: Her deger 10 tekrarin ortalamasidir. Ayni sirada farkli harflerle gésterilen degerler arasindaki farkliliklar LSD testine gore

onemlidir (P = 0.05)

Mildiyoye yiksek derecede tolerant oldugu bilinen
genotiplerde yapilan incelemeler sonucunda ise A.
alternata, A. infectoria ve Fusarium culmorum olmak
Uzere 3 tlr tespit edilmistir. Bunlar arasinda F.
culmorum’un tiim genotiplerde, A. alternata’nin 7 ve 8
no’lu genotipler harig diger genotiplerde, A.
infectoria’nin ise sadece 10 no’lu genotipin perikarp
kisminda %1 oraninda bulundugu gorilmistir (Cizelge
3). Tespit edilen tirlerden A. alternata ile en yiiksek
bulasikliik orani (%7) 10 no’lu genotipin perikarp
kisminda olmus ancak enfekteli tohum orani ile
arasindaki farklilik onemli bulunmamustir. Diger tirlerle
kiyaslandiginda en yiiksek bulasiklilik orani F. culmorum
ile gozlenmis, 8 ve 10 no’lu genotiplerin perikarplarinin
sirastyla %9 ve %I | arasinda fungusla bulasik oldugu
belirlenmistir. Her iki genotipte s6z konusu etmenle
bulasik perikarp orani, bulasik tohum oranina goére
onemli derecede yuksek olmustur. Fungus ayrica 6
no’lu genotipte tohum kisminda, perikarp kismina gore
onemli derecede yliksek oranda izole edilmistir. Bu
grupta toplam fungus tirleri degerlendirildiginde en
yUksek bulasik tohum ve perikarp oranlarinin sirasiyla 6
ve 10 no’lu genotiplerde bulundugu, 7 no’lu genotipin
(tohum + perikarp) genel olarak funguslarla en diistik
oranda bulasik oldugu gortlmustar.

Calismamizda izole edilen tiirlerden A. alternata, gerek
Ulkemizde  gerekse  dis  Ulkelerde  aygicegi
tohumlarindan izole edilmistir. Dis llkelerde yapilan
calismalardan sadece Tayvan'da etmen ile bulasik
tohum orani %99’a ulasmis (Wu ve Wu, 2003),
llkemiz dahil diger tim Ulkelerde bulasik tohum orani
%1.3 ile %35.3 arasinda degismistir (Dawar ve Ghaffar,
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1991; Aktas ve ark., 2001; Nahar ve ark., 2005; Rao,
2006; Abdullah ve El-Mosavi, 2010; Ghoneem ve ark.,
2014; El-Vakil, 2014; Irshad ve ark, 2017).
Arastirmamizda aygigegi mildiyosiine hassas ve yliksek
derecede tolerant genotiplerin perikarp ve tohumlari
kullanilmig, s6z konusu etmenin bulunma orani
maksimum %17 olmustur.

Tarafimizdan tespit edilen tirlerden en yiksek %8
oraninda bulunan A. infectoria’nin aygigegi tohum ya da
perikarplarinda bulunduguna dair bir arastirma ile
karsilagilmamistir.  Yine calismamizda izole edilen
turlerden C. cladosporioides, F. culmorum ve F.
oxysporum daha once yapilan galismalarda da dustk
oranlarda (sirasiyla 9%60.5-4.56, %1-3 ve % 0.23-5.71)
izole edilmis olup (Aktas, 2001; Nahar ve ark., 2005;
Abdullah ve Al-Mosavi, 2010; Bhutta ve ark., 2014;
Ghoneem ve ark., 2014; Irshad ve ark., 2017), sadece
bir calismada F. oxysporum ile enfekteli tohum orani
maksimum %19 olarak belirlenmistir (El-Vakil, 2014).
Dis ulkelerde aygicegi perikarp ve tohum kisimlarinin
ayri ayri ele alindig iki arastirma ile karsilagilmistir.
Bunlardan Nahar ve ark. (2005) tarafindan yapilan
calismada sadece yiksek oranda funguslarla bulagiklilik
gosteren oOrnekler incelenmis, F. solani’nin  tohum
kisminda  bulundugu, Macrophomina  phaseoling,
Rhizoctonia solani ve Trichoderma harzianum’un hem
tohum hem de perikarp kisminda bulunabildigi
bildirilmistir. Diger calismada (Rao, 2006) ise izole
edilen fungus tiirlerinden A. alternata, A. helianthi ve
Rhizoctonia bataticola’nin  hem perikarp hem de
tohumlarda bulundugu belirlenmistir.
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Cizelge 4. iki farkli aycicegi genotipinde Alternaria tiirlerine ait izolatlarin fidelerde olusturduklari hastalik siddeti

(£ Standart hata)

Genotip A. alternata A. infectoria

No izolat No  Hastalik siddeti (%) izolat No  Hastalik siddeti (%)
4 | 29.03+£235ab* [SA 1251 £291 bc
7 27.03 £3.4l ab 631 £1.07c
4 6 2770 £ 1.49 ab 3 [3.14%£2.16b
7 30.70 £ 1.87 ab 2270£2.37a
4 17 33.03£3.55a

7 30.03£298ab

4 25 2737 £23%ab

7 31.70 £ 1.68 ab

4 3 31.03£1.99ab

7 2937 £2.84ab

4 9 2403£2.11b

7 28.70 £2.76 ab

4 45 2470£2.37ab

7 29.70£1.92ab

4 53 2837 % 1.44ab

7 29.03 £2.69 ab

*: Her bir deger 10 tekrarin ortalamasidir. Her slitunda degisik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik LSD testine gore istatistiki

olarak 6nemlidir (P < 0.05).

Arastirmamizda tespit edilen A. infectoria, C.
cladosporioides, B. cynodontis, F. culmorum ve F.
oxysporum’'un tohum ya da perikarpta bulunma
durumlari ilk kez incelenmistir. Yine izole edilen fungus
tirlerinin genelde perikarp ve tohum kisimlarinda
degisen oranlarda bulundugu, her tiiriin en az bir
genotipin tohum ya da perikarp kisminda onemli
derecede yiksek oranda bulundugu gozlenmistir.
Calismamizda farkl fungus turleri ile bulasik tohum ve
perikarp oranlari genotiplere gore farklilik gostermistir.
izole edilen tiirler arasinda A. alternata aycicegi
mildiyosiine  hassas olan  genotiplerin  tlimiinde
gorilmesine  karsin, ylksek derecede tolerant
genotiplerin 3 tanesinde bulunmustur. Yine A. infectoria
5 nolu genotip harig, hassas tim genotiplerin tohum ya
da perikarbindan izole edilmis, ylksek derecede
tolerant genotiplerde ise sadece [0 no’lu genotipin
perikarp kisminda %! oraninda tespit edilmistir. Buna
karsin hassas genotiplerde bulunmamasina karsin
ylUksek derecede tolerant genotiplerde %! 1’e varan
oranlarda F. culmorum izole edilmistir. Daha once
yapilan calismalarda her ne kadar mildiyo hastaligina
karsi reaksiyonlari dikkate alinmasa da fungal
etmenlerin tohumda bulunma oranlarinin gesitlere
gore farklilik gosterdigi bildiriimektedir (Wu ve Wu,
2003; El-Ezhary, 2008; Abdullah ve El-Mosavi, 2010;
Patil ve ark., 2018).

Tespit edilen funguslarin patojenisiteleri

A. alternata ile bulagik tohum ve perikarp oranlarina
gore tesadifi olarak segilen 8 izolat ile 2 farkli genotipte
[4: En ylksek oranda bulagik-Hassas), 7: En disik
oranda bulasik (Yuksek derecede tolerant)] yuritilen
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patojenisite testlerinde en yiksek hastalik siddeti
(%33.03) 17 no’lu izolat 4 numarali genotipe inokule
edildiginde olmustur (Cizelge 4). En duslk hastalik
siddeti ise 42 numarall izolat tarafindan 4 numarali
genotipte (%24.03) olusturulmustur. Bu iki izolat
arasindaki farklilik istatistiki olarak onemli bulunmus,
ancak |7 nolu izolat ile diger izolatlar arasinda hastalik
siddeti agisindan onemli bir farkliik olusmamistir. A.
infectoria izolatlari tarafindan olusturulan hastalik
siddeti 4 numarali genotipte o6nemli bir farklilik
gostermezken, 7 numarali genotipte izolatlar arasinda
onemli bir farklilik oldugu tespit edilmistir. A. infectoria
izolatlarinda 31 no’lu izolat 7 nolu genotipte Snemli
derecede daha yiiksek bir hastalik siddetine neden
olmus, I5A izolati ise her iki genotipte de disuk
hastalik siddeti meydana getirmistir.

iki aycicegi genotipinde olusturduklari hastalik siddeti
agisindan Bipolaris cynodontis’in 8 ve |3 no’lu izolatlari
incelendiginde (Cizelge 5) 8 no’lu izolatin 13 no’lu
izolata gore her iki genotipte de daha ylksek hastalik
siddeti olusturdugu belirlenmistir. Her iki izolatin
olusturdugu hastalik siddeti agisindan genotipler
arasinda onemli bir farkliik bulunmamistir. Fusarium
culmorum  sadece aygicegi mildiyosline  yiiksek
derecede tolerant genotiplerden izole edilse de 4 ve 7
numarall genotiplerde yliksek derecede patojen
bulunmustur. Test edilen izolatlardan 54 no’lu izolat
%52.03 ile 7 no’lu genotipte en ylksek hastalik siddetini
olusturmus, ayni izolatin 4 no’lu genotipte olusturdugu
hastalik siddeti arasinda onemli  bir farkhlik
gorilmemistir. Bununla birlikte 50 no’lu izolat 4 no’lu
genotipte 7 no’lu genotipe gore onemli derecede daha
yUksek hastalik siddetine neden olmus ayni genotip (4)

5
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Gizelge 5. Iki farklh aycicegi genotipinde Bipolaris cynodontis ve Fusarium tiirlerine ait izolatlarin fidelerde

olusturduklari hastalik siddeti (+ Standart hata)

Genotip  B. cynodontis  Hastalik F. culmorum Hastalik siddeti F. oxysporum Hastalik

No izolat No siddeti (%) izolat No (%) izolat No siddeti (%)

4 8 28.03 £1.63 a* 50 39.03£1.82b X 36.70 £2.28 a
7 30.70 £1.33a 29.03%1.95¢ 38.70 £4.03 a
4 13 19.37 £2.26 b 54 44.03 £3.95ab 4 16.37 £2.72 b
7 19.37 £2.93 b 5203 +£391 a 21.37 £1.55b

*: Her bir deger 10 tekrarin ortalamasidir. Her slitunda degisik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik LSD testine gore istatistiki
olarak 6nemlidir (P = 0.05).

konidileri (e, f).

dikkate alindiginda 54 no’lu izolat ile ayni grupta yer
almistir. Fusarium oxysporum izolatlarindan 21 no’lu
izolat gesitlere gore istatistiki bir farklilik gostermeden
46 no’lu izolata gore daha yliksek hastalik siddeti
olusturmustur (Cizelge 5).

C. cladosporioides’e ait bir izolatla yapilan patojenisite
testleri sonucunda etmen 4 ve 7 nolu genotiplerde
sirasiyla ~ %26.47 ve %2245 hastalk  siddeti
olusturmustur. Etmenin patojenisitesi genotiplere gére
onemli derecede bir farklilik géstermemistir.

Daha 6nce yapilan galismalarda Afzal ve ark. (2010),
steril toprak karigimi bulunan saksilara A. alternata’nin
spor suspansliyonunu karistirarak gergeklestirdikleri
patojenisite testlerinde etmenin %10-12 arasinda fide
Olimlerine  neden  oldugunu  bildirmektedirler.
Galismamizda A. alternata izolatlarinin  olusturdugu
hastalik siddetinin daha ylksek oldugu gorilmistiir.
Ghoneem ve ark (2014) F. oxysporum’un tohuma
inokulasyonu seklinde gergeklestirdikleri patojenisite
testlerinde etmenin %15.3-%37.0 arasinda enfeksiyona
neden oldugunu belirtmektedirler. Arastirmamizda F.
oxysporum ile elde edilen sonuglar, s6z konusu
arastirmacinin sonuglari ile uyum igerisindedir. Bununla
birlikte aygigeginde F. oxysporum’un F. culmorum’a gore
daha virilent oldugunu ileri siren Bhutta ve ark
(1997)’nin aksine ¢alismamizda F. culmorum en ylksek
hastalik siddeti olusturan tir olmustur. Bu durumun,

patojenisite  testlerinde  kullanilan  genotipler,
inokulasyon  yontemleri ve izolatlar arasindaki
6

Sekil 2. Iternaria alternata’nin PDA (a), PCA (b), MEA (c) ve V8 (d) besi ortamindaki koloni gelisimi ve

50 pm

farkliiktan ileri geldigi dislintlmektedir. A. infectoria,
Bipolaris cynodontis ve C. cladosporioides‘in aygicegi
tohumlarinda patojenisitesine yonelik daha once
yapilmis bir calisma ile karsilasiimamistir.

izole edilen fungus tiirlerinin baz kiiltiirel ve
morfolojik 6zellikleri

Bu galismada, izole edilen 6 fungus tlrinin molekiler
analizleri  desteklemesi  agisindan  farkli  besi
ortamlarindaki koloni gelisimleri ve ayrica morfolojik
ozellikleri belirlenmistir.

Alternaria alternata (Fr.) Keissl.; fungus PDA, MEA ve
V8 besi ortamlarinda ortasi grimsi yesil, kenarlar
zeytuni yesil renkte gelismistir (Sekil 2a, c ve d). PCA
besi ortaminda ise koyu siyah renkte gelismis ve ¢ok az
hifsel gelisme gostermistir (Sekil 2b). Etmen PDA ve
MEA besi ortamlarinda ig ice gegmis daireler seklinde
bir koloni olusturmustur. Fungusun 15 glinlik
inlbasyon sonucunda gelisme hizlari, PDA’da 0.44
cm/glin, MEA’ta 0.35 cm/glin, PCA’da 0.86 cm/gin,
ve V8de 0.80 cm/giin olarak belirlenmistir. Etmenin
V8 ve PCA’daki gelisme hizi PDA ve MEA'ya gore daha
hizli olmustur. Konidileri basit konidioforlar lizerinde
zincir seklinde olusmus (Sekil 2e ve f), konidi boyu
[5.41-32.08 pm arasinda (ortalama 23.45 pm), eni
8.56-13.37 ym arasinda (ortalama 9.30 ym) olmustur.
Etmenin BLAST analizi sonucunda Gen Bankasinda
bulunan ok sayida A. dlternata izolatina (Ornek
Accession No: KY367499.2, MF281351.2,
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konidileri (f).

Sekil 4. Bipolaris cynodontis’in PDA (a

MF281325.2, KY676196.1,
oraninda benzer bulunmustur.
Alternaria infectoria E.G. Simmons [eseyli formu: Lewia
infectoria (Fuckel) M. E. Barr &E. G. Simmons]: Etmen
PDA besi ortaminda siyah renkte, MEA besi ortaminda
orta kismi siyah kenarlari gri renkte bir gelisim
gostermis, her iki besi ortaminda da havai misel
olusumu gozlenmistir (Sekil 3a ve c). PCA besi
ortaminda sadece merkezde siyahimsi gri renkte havai
olmayan misel gelisimi, V8 besi ortaminda ise merkeze
dogru havai misel olusumu gosteren siyahimsi gri
renkte bir koloni olusturmustur (Sekil 3b ve d). PDA,
PCA, MEA ve V8 ortamlarinda gelisim hizlari sirasiyla;
0.60 cm/giin, 0.51 cm/glin, 0.45 cm/giin ve 0.80
cm/glin olarak belirlenmistir. Konidileri bir ya da iki
hiicreli olup, elips ya da oval sekildedir (Sekil 3e).
Konidi boyu 17.95-32.09 um (ortalama: 23.46 um), eni
ise 8.88-13.37 um (ortalama: 9.29 um) arasinda
olmustur. Yapilan BLAST analizi sonuglarinda Alternaria

LC317410.1) %99
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Sekil 3. Alternaria infectoria’nin PDA (a), PCA (b), MEA (c) ve V8 (d) besi ortamlarinda koloni gelisimi ve

50 pm

infectoria’nin iki izolatina (Accession No: KT692570. |
ve AY154690.1) %100 oraninda benzer oldugu tespit
edilmistir.

Bipolaris cynodontis (Marignoni) Shoemaker (Eseyli
formu: Cochliobolus cynodontis R. R. Nelson); PDA ve
MEA besi ortamlarinda siyah renkte ve koloninin bazi
bolimlerinde beyazimsi gri renkte fungal misel gelisimi
(Sekil 4a ve c), PCA besi ortaminda ortadan kenarlara
gidildikge siyahtan seffaf renge donlisen kenar
kisimlarinda pamuksu fungal misel gelisimi ($ekil 4b), V8
besi ortaminda ise genel diiz siyah renkte koloni
gelisimi gorilmistiir (Sekil 4d). 15 glinlik inkiibasyon
sonucunda ise PDA, PCA, MEA ve V8 besi
ortamlarinda sirasiyla 0.31 cm/giin, 0.34 cm/gtin, 0.27
cm/glin ve 0.80 cm/gin olarak belirlenmistir.
Konidioforlar tek tek veya gruplar halinde olusur.
Konidileri hafif egimli, silindirik veya elips seklinde, agik
kahverengi renginde ve ¢ok bolmelidir (Sekil 4e).
Konidi boyu 24.40-38.25 ym (ortalama: 30.10 ym), eni



Determination of Seed-borne Fungi in Some Sunflower Genotypes Showing Different Tolerance Degree Against Downy Mildew Disease

il

Sekil 5. Fusarium culmorum’un PDA (a), PCA (b), MEA (c) ve V8 (d) besi ortamlarinda koloni gelisimi,

konidiofor (e) ve konidileri (f).

konidileri (e).

7.93-1320 um (ortalama: 10.52 pm) arasinda
degismektedir. Etmen BLAST analizinde HG779081.1,
KMO034838.1 ve KC333443.1 Accession numarali
izolatlar ile %100 benzer bulunmustur.

Fusarium culmorum (W. G. Sm.) Sacc; fungus tim besi
ortamlarinda pembeden sarap rengine doniisen bir
gelisim gostermistir.  PDA, MEA ve V8 besi
ortamlarinda pembe renkte yogun havai misel gelisimi
gozlenmis (Sekil 5a, ¢ ve d), V8 besi ortaminda ise
kenar kisimlarda daha yogun bir havai misel gelisimi
olmustur. PCA besi ortaminda (Sekil 5b) koloni rengi
pembeden kirmiziya donismis ve ¢ok az miktarda
havai misel gelisimi olmustur. 15 giinliik inkiibasyon
periyodu sonucunda, PDA, PCA, MEA ve V8 besi
ortamlarindaki gelisme hizlari ise sirasiyla 1.08 cm/gtin,
0.96 cm/gin, | cm/gin ve 1.68 cm/gin olarak
hesaplanmistir. V8 besi ortamindaki gelisme hizi (1.68

Sekil 6. Fusarium oxysporum’un PDA (a), PCA (b), MEA (c) ve V8 (d) besi ortamlarinda koloni gelisimi ve

50 ym

cm/gin)  6nemli  derecede yiiksek bulunmustur
(P=0.05). Etmenin konidioforlari dallanmis olup kisa ve
genis fialitlerle kaplidir. Fialitler (izerinde olusan
makrokonidileri genis, orak seklinde belirgin bir ayak
hiicresine sahiptir (Sekil 5e ve f). Konidi boyu 28.98-
35.89 pm (ortalama 32.05 pm), eni 4.70-7.53 ym
(ortalama 5.85 pm) arasindadir. Etmenin BLAST analizi
sonucunda Gen Bankasinda bulunan bircok Fusarium
culmorum izolati ile  (Ornek  Accession No:
KP267286.1, JF740860.1, GU370489.1, GU370481.1,
GU370478.1) %100 oraninda benzerlik saptanmistir.

Fusarium oxysporum Schlecht.; fungus PDA, MEA ve V8
besi ortamlarinda birbirleri benzer sekilde pembemsi
beyaz renkte koloniler ve tizerinde pamuksu miselyal
gelisim gostermistir (Sekil 6a, ¢ ve d). PCA besi
ortaminda ise seffafa yakin bir sekilde gelismis ve
lizerinde gok az miktarda havai misel olusmustur (Sekil
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Sekil 7. Cladosporium cladosporioides’in konidiofor (a) ve konidileri (b).

6b). PDA, PCA, MEA ve V8 besi ortamlarindaki hizlari
ise sirastyla 0.60 cm/glin, 0.83 cm/gtin, 0.59 cm/giin
ve 0.89 cm/glin olarak belirlenmistir. Etmen kisa, basit
fialitler tzerinde bolmesiz elips ya da silindir seklinde
bol miktarda mikrokonidi olusturmustur.
Makrokonidileri ig seklinde, hafif kivrik ve ayak hiicresi
belirgindir (Sekil 6e). Makro konidilerinin boyu | 1.87-
[9.29 um, eni 2.15-3.37 ym arasinda, mikrokonidilerin
boyu 5.59-11.05 pm, eni [.28-3.23 um arasinda
degismistir. BLAST analizi sonucunda etmenin Gen
Bankasinda bulunan g¢ok sayida Fusarium oxysporum
izolati ile (Ornek Accession No: KXI65288.1,
KP964863.1, KF574857.1, KF574853.1, KF537337.1)
%99 oraninda benzer oldugunu gostermistir.
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G. A. de Vries;
tim besi ortamlarinda grimsi yesil koloniler
olusturmustur. Etmenin eliptik ya da silindirik sekilli
konidileri dik bir konidioforun dallanmis ug kisimlarinda
gorulmustir (Sekil 7a, b) BLAST analizi sonuglarinda ise
etmen Gen Bankasinda bulunan birgok Cladosporium
cladosporioides izolati ile (Ornek Accession No:
MG946764.1, MF281329.2, LC317546.1,
LC317544.1, KY977538.1) %100 oraninda bezer
oldugunu tespit edilmistir.

Daha  once  vyapllan  calismalarda,  aygigegi
tohumlarindan izole edilen fungus tirlerinden sadece A.
helianthi’ nin molekiler olarak tanilandigi gordimistir
(Udayashankar ve ark., 2012). Bununla birlikte diger
tlim tespit calismalarinda tohumlardan elde edilen ¢cok
saylida fungal etmenin tanilar sadece morfolojik ve
kiltirel ozelliklerine gére yapiimistir.

Bu calisma sonuglarina gore aygicegi mildiyosi
hastaliginin  kontrolli amaciyla ylksek derecede
tolerant genotiplerin kullanilmasi halinde bu galismada
elde edilen verilerin dikkate alinmasi 6nerilmektedir. Bu
baglamda stirdurlebilir tarim gergevesinde aygiceginde

J. Turk. Phytopath., Vol. 51 No. I, 2022

tohum kokenli fungal patojenlere karsi kimyasal
miicadeleye alternatif olabilecek yontemlerin etkililigine
yonelik arastirmalara ihtiyag duyuldugu
dustinilmektedir. Ayrica fungus tlrlerinin genotiplerde,
tohum ve perikarp kisimlarinda bulunma oranlarindaki
farkliliklar, genotiplerin  tohum ve perikarplarinin
kimyasal yapilarinin farkli olmasindan ileri gelebilir. Bu
kimyasal ~Ozelliklerin  daha sonraki ¢alismalarda
incelenmesinde yarar bulunmaktadir.
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