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ÖZET 

AYDIN VE MERSİN İLLERİNDEN TOPLANAN ÇİLEKLERDE Botrytis 

cinerea POPULASYONLARINDAKİ TRANSPOZON SIKLIĞI VE 

FUNGUSİT DİRENÇLİLİĞİ 

Bahadır TÖRÜN 

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dalı 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. Hacı Halil BIYIK 

2018, 111 Sayfa 

Çilek, hem sanayiye elverişli hem de taze olarak tüketilebilen lezzetli ve hoş 

kokulu bir meyvedir. Üretimde verimi etkileyen en önemli faktörlerden biri bitki 

koruma problemleridir. Funguslar ürettikleri metabolitlerden dolayı, halk sağlığını 

tehdit etmenin yanı sıra ciddi ekonomik zararlara da sebep olabilmektedir. Botrytis 

cinerea dünya çapında 200’den fazla türü enfekte edebilen nekrotrofik bir bitki 

patojenidir. Çileklerde, B. cinerea populasyonlarındaki transpozon sıklığı ve 

fungusit dirençliliğini belirmek amacıyla Aydın ilinden üç, Mersin ilinden ise iki 

lokaliteden örnekler toplanmıştır. Toplanan örnekler PDA besiyerinde 

saflaştırılmıştır. Saflaştırılan örneklerin morfolojik ve moleküler tanısı yapılmış 

sonra belirlenen transpozon bölgeleri PCR ile çoğaltılmıştır. Toplamda elde edilen 

154 B.cinerea izolatının % 21,1’i transposa, %46,1’i boty, %10,4’ü flipper ve 

%23,4’ü vacuma grubu olarak bulunmuştur. Aydın populasyonunda transposa % 

19,5, boty % 48,3; flipper % 9,2 ve vacuma % 23,0 oranında bulunurken Mersin 

populasyonunda transposa % 20,9; boty % 43,3; flipper % 11,9 ve vacuma % 23,9 

oranında bulunmuştur. Fungusit testlerinin spor aşamasında en etkili fungusit 

cyprodinil olurken, misel aşamasında fenhexamid olarak bulunmuştur. Yapılan 

denemelerde fungusitlere direnç durumu, fungusite göre değişmesine rağmen en 

hassas grup Flipper olarak gözlenmiştir. Test edilen üç fungusit içinde 

B.cinerea’ya karşı en etkili fungusit, en düşük dozda etki gösteren Fenhexamid 

iken ikinci sırada Cyprodinil,  üçüncü sırada ise Carbendazim olarak bulunmuştur.  

Anahtar Kelimeler: Botrytis cinerea, Boty, Flipper, Çilek, Transpozon, 

Fenhexamid, Fungusit dirençliliği 
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ABSTRACT 

FREQUENCY OF TRANSPOSABLE ELEMENTS AND FUNGICIDE 

RESİSTANCE IN Botrytis cinerea POPULATIONS ON STRAWBERRIES 

FROM AYDIN AND MERSIN PROVINCES 

Bahadır TÖRÜN 

PhD Thesis, Department of  Biology 

Supervisor: Prof. Dr. Hacı Halil BIYIK 

2018, 111 Pages 

Strawberry is a delicious fruit that can be consumed fresh and can be used in 

industry. One of the important factors that effects yield is the plant protection 

problems.  Because of the metabolites that fungi produce, especially in foods, they 

pose a threat to health and also cause economical problems. Botrytis cinerea 

causes grey mold disease in over 200 plant species. For the purpose of detecting 

transposon frequencies and fungicide resistance samples were collected from three 

different localities from Aydın province, and from two different localities from 

Mersin province. Samples were incubated on PDA medium and then isoleted from 

mixed cultures. Morphological and molecular identification of the samples were 

made. Transposon sites were amplified by PCR. In total 154 B.cinerea samples 

were isolated of which consists transposa 20.1 %, boty 46.1 %, flipper 10.4 % and 

vacuma 23.4 %. In Aydın population transposa 19.5 %, boty 48.3 %, flipper 9.2 % 

and vacuma 23.0 %, in Mersin transposa 20.9 %, boty 43.3 %, flipper 11.9 % and 

vacuma 23.9 % was found. In spore stage tests of fungicide tests cyprodinil was 

found the most effective while fenhexamid was found the less effective. In 

mycelium stage tests of fungicide tests fenhexamid was found the most effective 

with the lowest concentration while carbendazim was found the less effective with 

the highest concentration. Flipper group was found most sensitive to the tested 

fungicides.      

 

Key Words: Botrytis cinerea, Boty, Flipper, Transposon, Fenhexamid Fungucide 

resistance
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1. GİRİŞ 

Çilek (Fragaria x ananassa Duch.) Rosaceae familyasında bulunan, çok yıllık, her 

dem yeşil bir bitkidir. Çileğin anavatanı kuzey ve güney Amerika’dır. Yıllar içinde 

çilek kültüre alınmış, hibritlenerek farklı türler ve çeşitler elde edilmiştir. 

Günümüzde en yaygın kullanılan Fragaria x ananassa türüdür. Bu türün Festival, 

Sabrosa, Sabrina, Elyana, Rubygem, Sweet Charlie, Camarosa, Amiga, 503 ve 

Fortuna çeşitleri kullanılmaktadır. Çilek toprakta, optimum 18-22 ºC’de ve 6 - 6.5 

pH aralığında yetişebilen, besin değerleri yüksek, günde 12-14 saatten az güneş 

ışığına ihtiyaç duyan, bir kısa gün bitkisidir. Food and Agriculture Organization 

(FAO) 2017 verilerine göre ülkemiz çilek üretiminde Dünya’da üçüncü sıradadır. 

Türkiye’de ise en fazla üretim Mersin ilinde gerçekleştirilmekte olup (132.556 

ton) Aydın ili çilek üretiminde ikinci sırada gelmektedir (62.859 ton). Mersin ve 

Aydın illerini Antalya (56.412 ton) ve Bursa (43.000 ton) izlemektedir. 

Çilek dikimden, son tüketiciye ulaşana kadar pek çok hastalık etmenine maruz 

kalmaktadır. Bu hastalık etmenleri; toprakta, sulama suyunda, havada, hasat 

sırasında ve hasat sonrası taşıma ve saklama ortamlarında bulunabilmektedir. 

Virüsler, bakteriler ve funguslar bu hastalık etmenlerinin başında gelmektedir. 

Verimi, en çok bu etmenler etkilemektedir.  Çileğin, hem toprak altı hem de toprak 

üstü organlarını etkileyen çok sayıda patojen bulunmakla beraber, başlıca fungal 

hastalıklarını şu şekilde sıralayabiliriz: kurşuni küf (Botrytis cinerea Pers.) başta 

olmak üzere, külleme (Sphaerotheca macularis (Wallr.:Fr.Jacz.), yaprak leke 

hastalığı (Mycosphaerella fragariae (Tul. Lindau) ve antraknoz (Collectotrichum 

spp.), rhizoctonia çürüklüğü (Rhizoctonia solani (Kühn), yumuşak kabuk 

çürüklüğü (Phytophthora cactorum (Lebert & Cohn) (J. Schröt), kırmızı kök 

çürüklüğü (Phytophthora fragaria (C. J. Hickman), verticillum solgunluğu 

(Verticillium alboatrum (Kleb), Pythium spp. ve Fusarium spp.’dir. 

Botrytis cinsi için dünya genelinde çok sayıda çalışma yapılmaktadır. Patojenitesi, 

enfekte ettiği bitkiler arasındaki etkileşimleri ve Botrytis türlerinin sebep olduğu 

hastalıkların ekonomik önemi, bu patojeni çiftçilerin, ziraatçilerin, tarım 

danışmanlarının ve akademisyenlerin ilgi odağı haline getirmiştir (Elad ve ark, 

2016). B. cinerea dünya üzerinde 200’den fazla bitki türünü enfekte edebilen 

fungal bitki patojenidir. Tarlalarda, çiçekliklerde ve seralarda enfeksiyona yol 

açmaktadır. Nemin yüksek olduğu ortamlar Botrytis enfeksiyonu için ideal 
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ortamlardır. Hem tarım hem de çiçekçilik alanında ekonomik kayıplara sebep olan 

bu patojen, fungisitlere karşı hızlı direnç geliştirebilmesinden dolayı kimyasal 

mücadeleyi de zor hale getirmektedir. Genetik yapısını hızla değiştirebilmesi 

genetik çeşitlilik oranını arttırmakta ve direnç geliştirmesini kolaylaştırmaktadır.  

Fungusit direnci terimi, bir fungusun belirli bir antifungal maddeye karşı 

gösterdiği, edinilmiş veya kalıtsal, duyarlılığındaki azalmadır. Fungisit 

duyarlılığındaki düşük seviyedeki azalmalar için ‘azalmış duyarlılık’ veya 

‘tolerans’ terimi kullanılmaktadır. ‘Tarla direnci’ terimi ise tarla şartları altında 

gösterilen direnci, ifade etmektedir. Yani laboratuvar koşullarında direnç 

görülmezken, tarlada direncin görülmesi olarak açıklanabilir (FRAC, 2018). 

Fungisit dirençliliğinin ortaya çıkması evrimsel bir süreçtir. Belirli şartların 

devamlılığı, bu şartlara uyumluluğun gelişmesine sebep olmaktadır. Uygulanan 

fungisit, patojen üzerinde seçilim baskısı oluşturarak o fungisite karşı direnç 

geliştirmiş bireylerin, hayatta kalmasını sağlarken yabanıl tip veya hassas 

bireylerin elenmesine sebep olmaktadır. 

Bitkilerin hastalık ve diğer zararlılardan korumak ve oluşan zararı onarmak için 

yapılan fiziksel, kimyasal ve biyolojik çalışmalar ‘bitki koruma’ çalışmaları olarak 

adlandırılır (Anonim, 2013). Fiziksel mücadele, mekanik ve termik olmak üzere 

ikiye ayrılır. Mekanik yöntemler, hastalıklı, kurumuş, dökülmüş bitki kısımlarının 

uzaklaştırılması gibi uygulamalardır. Termik yöntemler ise toprağın ve diğer 

üretim materyallerinin ısıtılarak dezenfekte edilmesidir. Kimyasal koruma, 

pestisitlerin kullanımına dayanmaktadır. Funguslar için kullanılan pestisitler 

fungisit, bakteriler için kullanılanlar bakteriosit, yabancı otlar için kullanılanlar 

herbisit ve omurgasızlar için kullanılanlar insektisit olarak adlandırılır. Kimyasal 

yöntemler, zararlılarla mücadelede kullanılan en yaygın ve en ucuz yöntemdir. 

Kimyasal mücadelede pestisitler, bitkileri hastalıklardan korurken çevre ve insan 

sağlığına zarar vermemesi gerekmektedir. Bu nedenle fungisitlerin biyolojik, 

toksik ve fiziksel özelliklerine dikkat edilmelidir. Bir fungisitin biyolojik etkinliği 

onun hastalık etmenine yaptığı etkidir. Toksik özelliği sıcakkanlı canlılarda 

gösterdiği zehir etkisidir. Fiziksel özelliği ise formülasyon şekli olarak da 

adlandırılır. Fiziksel özellikler, fungisite üretim sırasında verilen özelliklerdir. 

Biyolojik mücadele; hastalık etmenleriyle mücadelede, başka canlıların 

kullanılmasıdır. Biyolojik mücadelede kullanılacak olan canlı, yalnızca istenilen 

zararlıyı kontrol etmeli, sürekliliği olmalı ve toplu üretim için uygun olmalıdır 

(Baykal, 1995).   
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Fungusların tanılanmasında kullanılan yöntemler morfolojik ve moleküler 

yöntemler olarak ikiye ayrılabilir. Morfolojik yöntemlerin arasında konukçu 

özelleşmesi, besi ortamı, kültürde gelişimi, rengi, konidianın yapısı, şekli, sporun 

yapısı ve şekli gibi mikroskobik özellikler, teleomorf yapısının bulunup 

bulunmaması gibi belirteçler sayılabilir. Moleküler yöntemler; DNA dizi analizi 

gerektirmeyen Fluorescent In-Situ Hybridization (FISH) ve DNA array 

hybridization ve DNA dizi analizi gerektiren ribozomal internal transcribed spacer 

(ITS), Calmodulin (CAL), β-tubulin 2 (TUB2), Aktin (ACT), gliseraldehit-3- 

fosfat dehidrogenaz (GAPDH), RNA polimeraz II alt ünitesi (RPB2) gibi 

belirteçler ve Real-Time PCR uygulamalarıdır. 

Yukarıda söz edilen bilgiler bize B.cinerea’nın fungisit dirençliliği üzerine yapılan 

çalışmaların devam ettirilmesinde tarım zararlıları ile mücadeleye katkı yapacağını 

göstermektedir. B.cinerea’nın transpozon yapısı ve bu yapının fungisit direnci ile 

ilgili çalışmalar Dünya’da az sayıda bulunurken, Türkiye’de ise daha önceden bu 

tür bir çalışmanın yapılmadığı litaretür taramalarında görülmüştür. B.cinerea 

genetik yapısını hızla değiştirebilen bir türdür. Bu durum fungisit direncini de 

etkilemektedir. Bu değişimde transpozonların rolü gözardı edilemez. Bu sebeple 

araştırmamızda B.cinerea populasyonlarının transpozon yapısını belirleyerek bu 

patojenle daha etkili mücadele edebilmenin yolu hedef alınmıştır. 

1.1. Dünya’da ve Türkiye’de Çilek 

Çilek (Fragaria x ananassa) Rosaceae (Gülgiller) familyasından, üzümsü 

meyveler (bakka) grubundaki, çok yıllık, otsu bir bitkidir. İlkbaharda hiçbir 

meyvenin bulunamadığı bir zamanda olgunlaşması nedeniyle, tüketici tarafından 

tercih edilen bir meyvedir. Hem sanayiye elverişli hem de taze olarak tüketilebilen 

çok lezzetli ve hoş kokulu bir meyve türüdür. Bol miktarda A, B, C vitaminleri, 

kalsiyum, demir ve fosfor gibi mineral maddeler içerir. Taze olarak kullanılması 

yanında çileğin pastası, reçeli, kompostosu ve likörü de yapılmaktadır. İlk kültüre 

alınan çilek türü “Orman Çileği” olarak adlandırılan, meyveleri küçük fakat 

kokulu Fragaria silvestris’dir (Aybak, 2000). Günümüzde yetiştiriciliği yapılan 

kültür çeşitlerinin büyük çoğunluğu, Fragaria chiloensis ve Fragaria virginiana 

isimli iki türün hibritlenmesi ile elde edilen Fragaria x ananassa’dan elde 

edilmiştir (Maas, 1998). Dünyada ve ülkemizde yaygın olarak yetiştiriciliği 

yapılan çeşidi Kalifornia Üniversitesi’nde geliştirilen camarosa çeşididir. Bu çeşit 

günlük 12-14 saatten daha az ışığa ihtiyaç duyan kısa gün çeşidi olup erkenci ve iri 
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meyvelidir. Meyveleri parlak, kırmızı, sert ve taşımaya dayanıklıdır (Hancock, 

1999). Çilek üretimi Dünya çapında 52 ülkede yapılmaktadır. FAO’nun 2017 

verilerine göre ülkemiz Dünya çilek üretiminde üçüncü sıradadır (353.173 ton) 

(Şekil 1.1, 1.2).  

 

Şekil 1.1 Dünya’da Çilek Üretimi (FAOSTAT, 2017) 
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Şekil 1.2 2010-2014 Dünya Çilek Üretimi (FAOSTAT, 2017) 

Çilek gelişimini çevresel ve genetik faktörler etkilemektedir. Çevresel faktörleri; 

ışık, sıcaklık, su, nem, besin maddeleri ve atmosfer bileşimini içerirken, genetik 

faktörleri; kök, yaprak ve çiçek yapısı, olumsuz şartlar altında ifade edilen genlerin 

yapısı ve sayısı, bitkinin normal gelişimi sırasında ifade edilen genlerin yapısı 

olarak sıralayabiliriz. Verimi etkileyen en önemli faktörlerden biri koruma 

problemleridir. Yetiştirilen ürünler hem tarlada hem de hasat sonrasında pek çok 

viral, bakteriyel ve fungal hastalık etmenine maruz kalmaktadır. Çilekte görülen 

fungal hastalıklardan başlıcaları kurşuni küf (Botrytis cinerea (Pers.:Fr.), külleme 

(Sphaerotheca macularis (Wallr.:Fr.Jacz.), yaprak leke hastalığı (Mycosphaerella 

fragariae (Tul. Lindau), antraknoz (Collectotrichum spp.), rhizoctonia çürüklüğü 

(Rhizoctonia solani (Kühn), yumuşak kabuk çürüklüğü (Phytophthora cactorum 

(Lebert & Cohn) (J. Schröt), kırmızı kök çürüklüğü (Phytophthora fragaria (C. J. 

Hickman),verticillum solgunluğu (Verticillium alboatrum (Kleb) dur (Maas, 1998; 

De los Santos vd., 2003). 
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1.2. Fungal Patojen Botrytis cinerea  

Botrytis cinerea Pers. (Şekil 1.3) (Botryotinia fuckeliana teleomorf, Sclerotinia 

fuckeliana sinonim) Pezizomycotinia alt şubesi içinde Sclereotiniceae ailesine ait 

bir askomisettir (www.indexfungorum.org) (Tablo 1.1).  

B.cinerea’nın hif ve konidia yapıları çok çekirdeklidir. Genellikle 3-6 çekirdek 

içerirken mikrokonidia tek çekirdek içerir (Grindle 1979; Lorenz ve Eichorn 1983; 

Shirane ve ark. 1988, 1989).  Genç askosporlar tek bir diploid çekirdek içerirler ve 

mayoza giderek dört haploid çekirdek oluştururlar. Sonra mitoz ile sekiz askospor 

oluşur (Lorenz ve Eichorn 1983; Faretra ve Antonacci 1987 ). B.cinerea 2n=16 

kromozoma sahiptir. 

Çizelge 1.1 Botrytis cinerea taksonomik sınıflandırması (Index Fungorum) 

B.cinerea taksonomik sınıflandırma 

Domain : Eukarya 

Alem : Fungi 

Şube : Ascomycota 

Sınıf : Leotiomycetes 

Ordo : Helotiales 

Aile : Sclerotiniceae 

Cins : Botrytis 

Tür : Botrytis cinerea Pers.  

 

Önceleri Botrytis cinerea anamorf aşamanın, Botryotinia fuckeliana teleomorf 

aşamanın ismi olsa da 2011 yılında Botrytis cinerea olarak tek bir isim, (one name 

one fungus kuralına göre) altında birleştirilmiştir (Wingfield, 2012). 
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Şekil 1.3 B.cinerea. a)petri görüntüsü, b)misel görüntüsü, c)spor yapıları 

Bortytis cinsi farklı biyoloji, ekoloji, morfoloji ve konakçı spekterumuna sahip 

türleri olan yüksek çeşitliliğe sahip bir cinstir (Elad ve ark. 2007). Moleküler 

yöntemlerdeki gelişmeler Bortytis cinsi içinde 30 tür, 1 hibrit ve bir tür kompleksi 

tanılanmasını sağlamıştır (Beever ve Weeds, 2004). Bortytis türleri, geniş konukçu 

spektrumuna sahip olduğundan, tarım ve çiçekçilik sektöründe ağır ekonomik 

kayıplara neden olmaktadır. Jarvis (1977) Bortytis cinerea’nın 200’ den fazla bitki 

türünü enfekte ettiğini rapor etmiş olsa da günümüzde 586 bitki cinsini enfekte 

ettiği bilinmektedir (Elad ve ark. 2016). Bortytis’in sebep olduğu kurşuni küf 

genellikle açık tarlalarda, bağlarda ve seralarda görülmektedir. B.cinerea 

nekrotrofik (konukçusunu öldürerek beslenen) bir fungal patojendir. Magnaporte 

oryzae’den sonra en önemli ikinci fungal bitki patojeni olarak litaratürlerde 

bahsedilmektedir. (Dean ve ark., 2012).  Botrytis enfeksiyonunun gelişimini 

yüksek nem teşvik eder. B.cinerea’nın doğal suşları arasında karyotip çeşitliliği 

sıktır ve bazı suşları eşleşme genlerinde değişiklik olmaksızın çift-eşlilik 

gösterebilmektedir. Genom esnekliği ve evrimi transpozonlar gibi hareketli 

elementlerin (Biémont, 2010) ve inteinlerin (Liu ve Yang, 2004) varlığıyla 

açıklanabilir. 
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Botrytis türlerinin yaşam döngüsü eşeyli ve eşeysiz üreme olmak üzere iki 

aşamalıdır (Şekil 1.3). Büyüklükleri, türe göre değişen konidia oluştururlar. Nem, 

sıcaklık ve mikrobiyal aktiviteye bağlı olarak kısa ömürlüdür. Çevresel şartlara 

dayanıklı, 4 mm’ye kadar büyüyebilen, sclerotia üretirler (Holtz ve ark. 2004). 

Sclerotia uygun koşullarda çimlenip misel ve konidia yapısını oluşturur (Şekil 

1.4). Şekil 1.5’te ise farklı üreme aşamalarında bitki üzerindeki belirtileri 

görülmektedir. Erken enfeksiyonların sebebinin sclerotia olduğu düşünülmektedir 

(Hsiang ve Chastagner 1992). B.cinerea’nın eşeyli üremesi doğada yaygın olarak 

görülmez. Bu durumun sporokarp oluşmamasından kaynaklandığı 

düşünülmektedir (Dewey ve Dawton, 2016).  Mikrokonidia, çimlenme sonrası 

makrokonidia’dan gelişebileceği gibi yaşlı hiflerin içinden de gelişebilir (Brierley 

1918; Fukumori ve ark. 2004),  bu durumda mikrokonidianın spermatia olarak 

davrandığı doğrulanır. (Fukumori ve ark, 2004). Alıcı sklerotial yapıların 

spermatia tarafından döllenmesi, askosporların oluştuğu, apotek (eşey yapıları) 

oluşumunu teşvik eder (Urbasch, 1983). Eşeysel uyumluluk iki allele sahip tek 

lokus tarafından kontrol edilir, MAT1 ve MAT2 (Dewey ve Dawton, 2016). 

MAT1 ve MAT2 genellikle farklı suşlarda olsa da bazı bireylerin her iki tipinde de 

döllenebildiği gözlenmiştir (Amselem ve ark. 2011). 

 

Şekil 1.4 B.cinerea yaşam döngüsü (Elad ve ark, 2016) 
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Şekil 1.5 B.cinerea yaşam döngüsünde görülen belirtiler. Eşeyli üreme laboratuvar 

koşullarında oluşturulabilse de doğada nadir görülür ve kurşuni küf 

epidemiyolojindeki rolü kesin değildir (Elad ve ark., 2016). 

Çoğu Botrytis türleri dar konukçu aralığına sahip olsalar da B.cinerea’da bu durum 

geçerli değildir (Jarvis, 1977). Çünkü filogenetik analizlere göre Botrytis türleri iki 

klada ayrılır. Klad I, ödikotiledon konakçılarına patojen dört tür içerirken; klad II, 

monokotiledon konakçılarına patojen on beş tür, ödikotiledonlara patojen üç tür 

içerir, Botrytis türlerinin ortak ayrımının ve konak seçiminin, evrim sürecinde 

gerçekleşmediği, Botrytis’lerin türleşme sürecinde, yeni patojenite faktörlerinin 

kazanılmasıyla oluştuğu düşünülmektedir (Staats ve ark. 2005).  

Botrytis cinerea’nın neden olduğu kurşuni küf, dünya çapında hem kalitatif (tat, 

aroma vb.) hem de kantitatif (verim, bitki sayısı vb.) kayıplara neden olmaktadır. 

Kurşuni küf’ün temel etkileri üzüm, domates, biber, patlıcan, salatalık, çilek, 

marul ve diğer salatalık malzemelerde, soğanlı bitkilerde görülmektedir. Örneğin 

kurşuni küf Florida’lı çilek üreticilerinin en büyük sorunlarından biridir (IFAS 

2010).     
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1.3. Transpozonlar 

Transpozon genom içinde konumunu değiştirebilen, mutasyon oluşturabilen veya 

tersine çevirebilen DNA dizileridir. İlk olarak 1950 yılında McClintock tarafından 

mısır bitkisinde (Zea mays) bulunmuş ve 1983’te Nobel ödülü kazandırmıştır 

(McClintock, 1950). Transpozonlar hem prokaryotlarda hem de ökaryotlarda 

mutasyonda insersiyon, delesyon ve yeniden düzenlenmelerle rol oynarlar. 

Transpozonlar çeşitli mekanizma ve yapılarda bulunabilen hareketli genetik 

elementlerdir (Feschotte ve Pritham, 2007). Ökaryotik genomların büyük bir 

kısmını oluştururlar ve hareketleriyle genlerin ve genomların şekillenmesinde 

büyük rol oynarlar. Retrotranspozonlar ve DNA transpozonları olmak üzere iki 

sınıfı vardır (Kapitonov ve Jurka, 2008). Retrotranspozonlar kendilerini RNA’ya 

kopyalarlar ve bu RNA ters transkripsyon ile yeniden DNA’ya dönüşerek genom 

üzerinde yeni bölgelere yerleşirler. DNA transpozonları RNA aracısına ihtiyaç 

duymazlar; transpozas enzimleriyle katalize olurlar (Craig ve ark, 2002). 

B.cinerea genomunun yaklaşık % 1.3’ ü tekrar dizilerinden oluşur (Staats ve Van 

Kan, 2012). B.cinerea da hem Sınıf I retroelementler hem de Sınıf II DNA 

transpozonlarına rastlanmıştır (Amselem ve ark, 2011). Kendilerini, genom 

üzerinde,  bir yerden başka yere taşıyarak DNA dizilerinin, kromozomların, gen 

duplikasyonlarının, inaktivasyonlarının ve gen ifadesindeki değişimlerinin 

potansiyel nedeni olarak görülmüşlerdir (Fedoroff, 2012; 2013). B.cinerea’da bazı 

elementler inaktif olup atasal transpozonların kalıntıları olarak kabul edilse de 

(Deng ve ark, 2013),  bazı çalışmalar bunların hala genetik çeşitliliğe katıldığını 

önermektedir. Dört grup, bir retrotranspozon olan boty ve DNA transpozonu 

flipper olmak üzere iki transpozonun varlığına dayanır. (Diolez ve ark. 1995; 

Levis ve ark. 1997; Giraud ve ark. 1999). İki transpozonu içeren grup transpoza, 

yalnızca tek bir transpozonu içeren boty ve flipper, her iki transpozonu da 

içermeyen vacuma grubudur. Bu grupların biyolojik ve patojenik davranışı 

bulundukları bitki organına ve fungusitlere cevaplarına göre kısmi özelleşme ile 

ilişkilendirilebilir (Martinez ve ark. 2005; Pollastro ve ark. 2007; Samuel ve ark. 

2012). 

1.4. Fungusitler 

Tarımsal mücadele; bitkilerin, hastalıklardan, zararlıların ve yabancı otların 

etkilerinden ekonomik ölçüler içinde korunması, ürünün ve kalitesinin 
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arttırılmasıdır. Bu basit tanımdan anlaşılacağı gibi, tarımsal mücadelede, ürünü ve 

kaliteyi arttırmanın yanı sıra, ekonomikliği de hedeflemektedir. Modern tarımsal 

mücadelenin, “entegre hastalık ve zararlı yönetimi (IPM)” görüşüne uygun olarak 

yapılması çevre sağlığı için bir ön koşuldur. IPM ya da kısa biçimiyle, entegre 

savaşım denildiğinde ise, tarımsal mücadelede bilinen tüm yöntemlerden bilinçli 

ve dengeli biçimde yararlanılarak, insan ve çevre sağlığına olumsuz etkileri en aza 

indirmeyi hedefleyen uygulamalar anlaşılır (Delen ve ark., 2005).     

Bu yöntemlerden bir tanesi de tarım ilaçlarının, yani pestisitlerin kullanıldığı 

kimyasal mücadeledir. Her ne kadar kimyasal mücadele tarımsal mücadelenin 

içinde bir yöntem ise de, tüm mücadele yöntemleri arasında en çok kullanılanıdır. 

Çünkü bilinçli ve kontrollü uygulandığında, kimyasal mücadelenin değişik 

avantajları bulunmaktadır. Bu avantajlardan başlıcaları, diğer mücadele 

yöntemlerine oranla daha yüksek etkinliğe sahip olması, daha hızlı sonuç vermesi, 

ekonomikliği, ürünü, toksin salgılayan organizmalardan tarlada koruyabilmesi ve 

bitki gelişimini istenilen yönde etkileyebilmesidir (De Waard ve ark, 1993; 

Ragsdele, 1994).  

Kısaca değinilen bu avantajları, kimyasal mücadelenin, modern bitki korumada 

uygulanması gerekli bir yöntem olma özelliğini, günümüzde de sürdürmesinin 

önemli nedenidir. Bu durumun sonucu olarak, dünya pestisit pazarı sürekli 

genişleme eğilimindedir ve her yıl yeni pestisitler kullanıma sunulmaktadır. Dünya 

pestisit tüketimindeki artış her ne kadar bir ara duraklama trendine girdiyse de 

(Anonim, 2003), 1983-1993’te %3.4 olan artış hızı 1993-1995’te %18.5’e 

yükselmiştir (Lorbeer ve ark., 2001), son yıllarda, özellikle de 2013 ve 2014’te bir 

çok uluslararası tarım ilacı firmasının satışlarında önemli yükselişler ortaya 

çıkmıştır (Anonim, 2008; 2014). 

Gıda, Tarım ve Hayvancılık bakanlığının verilerine göre Türkiye’de pestisit 

kullanımı 1980-2004 yılları arasında 10-13 bin ton iken 2006 yılında 18232 ton, 

2007’de 18944 ton, 2010’da 20121 ton, 2013’te 24565 tona çıkmıştır (2017) 

(Çizelge 1.2). 
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Çizelge 1. 2 Türkiye’de yıllara göre tüketilen pestisit türleri ve miktarları. 2006-

2013 arası kullanılan pestisit türleri ve kullanım miktarları. Miktarlar ton cinsinden 

verilmiştir. Verilere bakır sülfat ve toz kükürt dahil değildir (Delen, 2016). 

 Türkiye’de yıllara göre tüketilen pestisit türleri ve miktarları 

Yıllar Fungusit İnsektisit Herbisit Diğerleri Toplam 

2006 4432 3406 5400 5020 18256 

2007 4945 3568 4630 5793 18944 

2008 4901 3219 5581 6331 20032 

2009 2197 5290 2234 5697 15412 

2010 7559 2953 6145 3464 20121 

2011 9287 3958 10336 3880 27521 

2012 8178 3582 8281 5419 25460 

2013 8230 3687 7873 4775 24565 

Ekonomik açıdan değerlendirecek olursak; 2000 yılında 31 milyar 977 milyon 

dolar olan pazar, 2005 yılında 36 milyar 95 milyon dolara çıkmış, 2006 yılında ise 

35 milyar 575 milyon dolara inmiştir (Kantarcı, 2007). Gıda, Tarım ve 

Hayvancılık Bakanlığı’nın (2017) verilerine göre: 2007 yılında 598 milyon 466 

bin 207 TL iken 2013 yılında 1 trilyon 200 milyar TL’ye ulaşmıştır. Pestisit 

kullanımındaki artış her ne kadar birim alanda verimi arttırsa da (Lorbeer ve ark., 

2001) çevre ve insan sağlığı açısından sorun yaratmaktadır. Çevre ve insan 

sağlığının giderek önem kazandığı günümüzde bu bileşikler gıda güvenliği 

açısından da sorgulanmaya başlamıştır. Bunun sonucunda pestisit kullanımını 

azaltıcı stratejilerin yanında (Bürgen ve ark., 2008) daha düşük dozlarda etki 

gösterebilecek düşük riskli fungusitlere karşı ilgi artmıştır. Gelişmiş ülkeler 

pestisitlerin getirebileceği tehlikelere karşı çevrelerini ve insanlarını 

koruyabilirken ülkemizde pestisitlerin büyük ölçüde bilinçsiz ve kontrolsüz 

kullanımı artmaktadır. Patojenlerin bir kimyasal maddeye karşı duyarlılığı 

azaldıkça, çiftçiler aynı etkinliği elde etmek için doz yükseltmekte veya daha sık 

uygulamaktadır (Georgopoulos, 1986). Buna karşın mikroorganizmalarda 

kimyasal maddeye karşı duyarlılık azalması da artmaktadır.    

Fungusitler etki mekanizmalarına karşı ikiye ayrılırlar: Biricisi etki yeri 

özelleşmemiş, ikincisi etki yeri özelleşmiş fungisitlerdir (Delen, 2016). Etki yeri 

özelleşmemiş fungusitlerin içinde elementer kükürt, bakırlı fungusitler, 

ditiyokarbomat’lar bulunmaktadır. Bunlara klasik fungusitler de denilebilmektedir 

ve hiç birisi sistemik, yani bitki içinde taşınabilen ve taşındıkları yerde 
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özelliklerini gösterebilen özellikte değildir (Kuck ve Gisi, 2008). Bu fungusitlerin 

organizmada birden fazla metabolik olayı engelledikleri gösterilmiştir. Bu 

fungusitlerle en hızlı tepkimeye giren grup sistein’in thiol yapısıdır. Temel sistein 

yapılarının bloke edilmesi etki yeri özelleşmemiş fungusitlerin asıl etki nedenidir 

(Delen, 2016). 

Etki yeri özelleşmiş fungusitler 1960’ların sonunda piyasaya çıkmıştır (Kuck ve 

Gisi, 2008). Bunlara modern fungusitler de denilebilmektedir ve üçüncü ve 

dördüncü nesil fungusitler olarak isimlendirilebilirler. Üçüncü nesil fungusitler 

organiktir fakat bitki dokusuna geçebilme özelliğine sahiptirler. Dördüncü nesil 

fungusitler ise bitki bünyesinde olduklarında patojenlerin bitkiye girişini 

engellemekte veya bitki dayanıklılığını arttırmaktadırlar (De Waard ve ark., 1993). 

Bu fungusitlerin pek çoğu sistemik özelliktedir. Direnç, günümüz fungusit 

uygulamalarında karşılaşılan en önemli sorundur. Bu sorunu önlemek amacı ile 

direnç oluşturma olasılığı yüksek fungusitler ile direnci düşük olan fungusitler 

karıştırılarak direnç oluşumunun geciktirilmesi amaçlanmaktadır (Delen, 2016). 

Üzerinde durulması gereken en önemli konu; fungusitleri karıştırmadan önce, her 

bir bireyin doğaya uyumunun ve duyarlı bireylerin dirençli bireylerle rekabet 

gücünün bilinmesidir. Eğer dirençli bireylerin doğaya uyumları iyi değilse, direnç 

kazanmış izolatlar duyarlı izolatlarla rekabet edemiyor ise oluşturulan karışımın 

uzun süreli kullanılabileceği söylenebilir (Mikaberidze ve ark., 2014).  

Ayrıca etki yeri özelleşmemiş fungusitler etki yeri özelleşmiş fungusitlere göre 

daha yüksek dozda kullanılmaktadır (De Waard ve ark., 1993). Örneğin 

B.cinerea’ya etki yeri özelleşmemiş fungusitlerden thiram’ın dozu 2000 g/ha iken 

etki yeri özelleşmiş olan fenhexamid’in 750 g/ha’dır (Leroux, 2007).  

Etki yeri özelleşmiş fungusitlerin piyasaya sunulması devrim olarak 

nitelendirilmişse de, bir süre sonra patojenlerin direnç kazanması sorunu ortaya 

çıkmıştır. Örneğin B.cinerea meyve ve sebze üretiminde en önemli patojenlerden 

biridir ve etki yeri özelleşmiş fungusitlere karşı yüksek direnç kazanma 

eğilimindedir. Bu nedenle dirençliliği önleyecek yöntemlerin yanı sıra alternatif 

mücadele programlarının da bilinçli kullanılması gereklidir (Hahn, 2014). 

Carbendazim, benzimidazole grubuna dahil bir fungusittir. B.cinerea’da düşük 

yoğunluklarda hif gelişmesini engeller, çimlenme tüpü şekil bozuklukları ve 

anormal dallanma oluştururlar (Leroux, 2007; Ueyama ve Kurahashi, 2007). 
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Fungal tubulin’in β-tubulin alt ünitesine bağlanarak mikrotüp alanlarını çatlatırlar 

ve fungal hifin yapısında bozulmalar oluştururlar (Davidse ve Ishi, 1995).  

Cyprodinil anilinopyrimidine grubuna dahil bir fungusittir. Cyprodinil metiyonin 

biyosentezi ile ilgili enzimleri ve miselyal gelişmeyi engelleyerek etki gösterir 

(Masner ve ark., 1994; Sierotzki ve ark., 2002).  

Fenhexamid sterol biyosentezi engelleyicileri grubuna dahil bir fungusittir. Bu 

grup fungusitler kültür ortamında B.cinerea’ya yüksek etki gösterirken aynı 

performansı tarla koşullarında gösterememektedirler (Delen, 2016). Bunun sebebi 

fitotoksik etkilerinden dolayı yeteri kadar yüksek dozda kullanılamamalarıdır. 

Fenhexamid sterolün C4 demetilasyon’unda 3-ketoredüktaz engelleyicisidir 

(Fengping ve ark., 2014). 0.1 µg/µL’de etkili olmasına karşın 10 µg/µL’ye kadar 

çimlenmeyi durduramamaktadır (Delen, 2016). Fakat eğer patojen 10 µg/µL’nin 

altında uzun süre tutulursa çimlenme tüpünde bozulmalar oluşmaktadır.    

1.5. Tür Tanılamada Kullanılan Belirteç Sistemleri 

1.5.1. Morfolojik Belirteçler 

Fungusların morfolojik sınıflandırmasında kullanılan besi ortamı, koloni şekli, 

koloni dokusu, koloni rengi, koloni büyüme hızı,  konidiofor, konidia şekli, 

vezikül, metula ve fiyalidler, sklerotia varlığı, şekli, rengi, boyutu, spor şekli ve 

boyutu, sporulasyon derecesi, eşeyli üreme aşamasının bulunup bulunmaması 

değerlendirme ölçütleri olarak alınmaktadır. Ayrıca B. cinerea için olumsuz 

koşullara karşı dayanıklıkta büyük rol oynayan klamidosporlar morfolojik 

belirteçler arasındadır.  

Daha önce bahsedildiği gibi fungusların yaşam döngülerinde hem eşeyli hem 

eşeysiz safha yer alır. Fungusların morfolojik sınıflandırılmasında dikkate alınan 

özellikler eşeyli aşamadaki yapılardır (Moore-Landecker, 1996). Önceden 

değinildiği gibi B.cinerea’nın eşeyli üremesi doğada nadiren gerçekleşmektedir. 

Eşeyli üreme yapıları tespit edilemeyen fungusların sınıflandırılması eşeysiz 

sporlara göre yapılır ve bu sınıflandırmaya anamorfik sınıflandırma denir (Sneh ve 

ark, 1991). Morfolojik sınıflandırma gözlemlere dayalıdır ve hata yapma olasılığı 

yüksektir. Morfolojik belireçler ordo veya familya düzeyinde iyi sonuçlar verse de 

daha alt düzeylerde güvenilirliği azalmaktadır (Lutzoni ve ark., 2004). 
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1.5.2. Moleküler Belirteçler 

Moleküler tanılamanın geleneksel tanılamaya iki önemli üstünlüğü vardır. 

Birincisi tanılama çok az miktarda örnekle gerçekleştirilebilir, ikincisi ise diğer 

yönteme göre daha doğru sonuçlar verir. Sadece hedeflenen organizmanın 

DNA’sına bağlanan moleküler problar kullanılarak ilgilenilen DNA milyon 

katlarda çoğaltılır, dizilenir ve elde edilen dizi veri bankasındaki dizilerle 

karşılaştırılarak tanılama yapılır. Günümüzde güvenilirliği daha yüksek olan 

moleküler yöntemler morfolojik yöntemlerin yerini yavaş yavaş almaktadır.  

Belirteç seçerken şu noktalara dikkat etmek gerekir: tekrarlanabilirlik, güvenilirlik, 

kolay analiz, otomasyon uygunluğu ve maliyeti. Bu özellikler tek bir belirteçte 

olmadığı için bu özelliklerden en fazla uygunluk gösteren seçilmelidir (Tamam, 

2008). 

Günümüzde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) biyolojinin pek çok alanında 

farklı amaçlarla kullanılmaktadır. Genetik çeşitlilik ve populasyon genetiği 

çalışmalarında, rekombinant DNA çalışmalarında, gen klonlamada, moleküler 

sistematik çalışmalarda, mikroorganizmaların tanılanmasında, blotlama 

işlemlerinde, cDNA kütüphanelerinin oluşturulmasında gibi pek çok işlemde 

kullanılmaktadır.  

PCR’ın üç temel aşaması vardır. Bunlar: denatürasyon, bağlanma ve uzamadır. 

Denatürasyon aşamasında çift iplikli kalıp DNA ısı yardımı ile denatüre edilir ve 

tek iplikli hale getirilir. Primer bu tek iplikli DNA üzerinde kendine komplementer 

olan bölgeye bağlanır. Taq DNA polimeraz enzimi ortamdaki dNTP'leri 

kullanarak yeni DNA ipliğini sentezler. Bu aşamaların hepsi bir döngüyü 

oluşturur. Bu döngü başlangıca dönerek 30-45 kez tekrar eder. PCR bileşenleri 

10X Taq DNA polimeraz tamponu, MgCl2, dNTP’ler, primerler, kalıp DNA ve 

Taq DNA Polimeraz enzimidir. Taq DNA polimeraz tamponu enzim için uygun 

çalışma ortamı hazırlayan tampondur. MgCl2 enzimin çalışması için gerekli 

kofaktör olarak iş görürken dNTP’ler enzimin zincire ekleyeceği nükleotitlerdir. 

Primerler enzimin bağlanacağı serbest 3’-OH ucunu sağlarlar. Taq DNA 

polimeraz enzimi kalıp DNA’dan hedef bölgeyi çoğaltır. 

Fungusların moleküler tanılanmasında kullanılan yöntemleri hidridizasyona dayalı 

yöntemler ve PCR’a dayalı yöntemler olarak ikiye ayırabiliriz. Hibridizasyona 
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dayalı yöntemlerin arasında floresan problar kullanarak kromozomun belirli 

bölgelerine yüksek dizi benzerliği ile bağlanma sağlayan moleküler bir teknik olan 

Floresan In-Situ Hibridizasyon (FISH) (Langer-Safer ve ark., 1982) ve 

mikroskobik DNA parçalarının katı bir yüzeye tutunduğu ve hedef DNA’ların bu 

katı yüzeydeki bu problara bağlanması prensibiyle çalışan DNA mikroçip 

hibridizasyon gelmektedir (Pollack ve ark., 1999).  

PCR’a dayalı yöntemler evrimsel süreçte konunmuş, kolay çoğaltılabilen DNA 

bölgelelerinin kullanıldığı yöntemlerdir. Fungusların moleküler tanısı için 

kullanılan resmi DNA bölgesi rDNA internal transcribed spacer (ITS) bölgesidir 

(Schoch ve ark., 2012). Fakat bazı durumlarda ITS bölgesi yeterli 

gelmeyebilmekte, başka bir bölgenin de kullanılması gerekmektedir. Bu amaçla 

kullanılacak bölgeler ITS’de olduğu gibi evrensel bölge olması, yani tanılanmak 

istenen canlı grubunun bütün üyelerinde bulunması, PCR’da kolay ve verimli bir 

şekilde çoğaltılabilmesi gerekmektedir. Bu özellikleri taşıyan calmodulin (CAM), 

β-tubulin (BenA), Aktin (ACT), Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) ve 

RNA polimeraz II büyük alt birimi (RPB2) yine fungusların tanılanmasında 

kullanılmaktadır (Yoltaş, 2017). RBP2 bölgesi ITS bölgesine göre PCR’da daha 

zor çoğaltılmaktadır (Větrovský ve ark. 2016). Ayrıca Ascomycota ve 

Basidiomycota dışındaki fungal türler için düşük verim alınmaktadır (Xu ve 

Adamowicz, 2016). CAM ve BenA, RPB2’ye göre daha kolay amplifiye olsa da 

protein kodlayan genlerin kopya sayısının tekrar bölgelerine göre daha az olması 

çoğaltılmalarını zorlaştırmaktadır (Raja ve ark., 2017). GAPDH bölgesi 300 bç’lik 

bir bölgeyi çoğaltmakta fakat bu uzunluk yakın türlerin birbirinden ayrılmasında 

her zaman yeterli gelmeyebilmektedir. Tür seviyesindeki tanılamalar için ITS en 

kullanışlı ve hızlı evrimleşen rDNA bölgesidir (Raja ve ark., 2017). Kolay 

amplifiye olması, yaygın kullanımı ve uygun büyüklükteki barkod boşluğu 

(interspesifik ve infraspesifik arasındaki çeşitlilik farkı) nedeniyle mikologlar 

birliği tarafından funguslar için resmi DNA barkodu olarak seçilmiştir (Schoch ve 

ark, 2012). Dahası ITS bölgesinin next-generation sequencing (yeni nesil dizileme) 

gibi amplikonları klonlamaya gerek duymayan modern dizileme yöntemlerine 

daha elverişli olması, ITS’nin seçilmesinde katkı sağlamıştır (Raja ve ark, 2017).  

Ayrıca Real-Time PCR uygulamalarıyla hedef türe uygun primerler kullanarak 

hem tür tanılama hem de nicel bir sonuç elde edilebilmektedir. 
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2.  KAYNAK ÖZETLERİ 

Botrytis cinerea populasyonlarındaki transpozon sıklığı ve fungusit dirençliliğini 

belirmek amacıyla Dünyanın değişik yerlerinde yetişen çilek, üzüm ve diğer 

meyvelerle ilgili farklı çalışmalar yapılmıştır. Fungusit dirençliliği çalışmaları 

sayıca fazla olmakla birlikte transpozon sıklığı ile ilgili çalışmaların sayısı giderek 

artmaktadır. B. cinerea’nın fungisit dirençliliği ile ilgili çalışmalar Türkiye’de de 

yapılmış fakat transpozon sıklığı ile ilgili Türkiye’de yapılan bir çalışmaya 

rastlanmamıştır.  

2.1.  Dünya’da Yapılan Çalışmalar 

Diolez ve ark. (1995) B. cinerea’da boty transpozonunu tanımlamışlardır. DNA 

dizi analizleri ile LTR’lere sahip retrotranspozonlar olduklarını göstermişlerdir. 

Transpozon içinde ORF’leri, ters-transkriptaz dizisini ve pol gen bölgelerini 

bulmuşlardır. Boty elementine bazı suşlarda rastlayıp bazı suşlarda 

rastlamamışlardır ve bunları Boty içeren ve Boty içermeyen olarak ikiye 

ayırmışlardır.  

Levis ve ark. (1997) B. cinerea’dan flipper elementini izole etmişlerdir. Elementin 

içinde ITR, ORF ve transpozaz dizilerini bulmuşlardır. Flipper elementinin B. 

cinerea’da 0-20 kopya arasında rastlandığını söylemişlerdir. 

Giraud ve ark. (1997) RFLP belirteçleri kullanarak B. cinerea’nın genetik 

çeşitliliğini incelemişler ayrıca transpozon bulundurup bulundurmamasına göre iki 

gruba ayırmışlardır, transposa (boty, flipper içeren) ve vacuma (transpozon 

içermeyen). Transposa’nın yerleşik ve iyi adapte olduğunu fakat vacuma’nın 

hareketli populasyonlar olduğunu önermişlerdir. 

Alfonso ve ark. (2000) RAPD belirteçleriyle Almeria (İspanya)’da B.cinerea 

populasyonlarının genetik çeşitliliğini araştırmışlardır. Kullandıkları 79 belirteçten 

46’sını polimorfik, 33’ünü monomorfik olduğunu belirlemişlerdir. Toplam genetik 

çeşitliliğin % 98’ini alt-populasyonlar oluştururken, % 2’sini alt-populasyonlar 

arası çeşitliliğin oluşturduğunu söylemişlerdir.  

Muñoz ve ark. (2002) Şili’deki B. cinerea populasyonlarının genetik 

karakterizasyonunu araştırmışlardır. Üzüm, domates, kiwi ve yaban mersinin’den 
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örnek almışlar, transposa ve vacuma gruplarını tanılamışlardır. Bunun yanında 

sadece Boty elementini bulunduran izolatlara da rastlamışlardır. Yaptıkları RAPD 

ve RFLP analizleriyle türün yüksek genetik çeşitlilik gösterdiğini belirtmişlerdir.  

Vaczy ve ark. (2004) Eger (Macaristan)’de B. cinerea populasyonlarının genetik 

karakterizasyonunu çalışmışlardır. Analiz MSB1 minisatellite dizilerinin ve 

transpozonların varlığı test edilerek sürdürülmüştür. Dizi analizleri yüksek genetik 

çeşitliliği belirlemiş ve alellerin kombinasyonunun bölgede eşeyli üremeyle 

gerçekleştiğini göstermişlerdir.  

Ma ve Michailides (2005) Kalifornia’da B. cinerea’nın farklı konakçılardaki 

populasyonlarının genetik yapısını araştırmışlardır. Araştırmada transpozonları, 

MP-PCR ile üretilen mikrosatellitlerin DNA parmak izini ve fungusit 

hasssasiyetini kullanmışlardır. İki yüz otuz dört izolatı test etmişler, 195’inde her 

iki TE’ye (boty ve flipper) rastlarken, 38’inde sadece boty ve sadece birinde hiçbir 

TE’ye rastlamamışlardır. MP-PCR belirteçleriyle çıkarılan fenograma dayanarak 

izolatların konakçıya veya TE’lere göre kümelenmediğini söylemişlerdir. 

Analizler konakçıya göre önemli bir genetik farklılık olmadığını göstermiştir. 

Populasyonlar arası genetik çeşitliliği % 96 olarak hesaplamışlardır.  

Kretschemer ve Hahn (2008) Almanya’daki üzüm bağlarındaki B. cinerea 

izolatlarının genetik çeşitliliğini ve fungusit dirençliliğini çalışmışlardır. Yaptıkları 

deneylerin sonucunda düşük frekansta fungusit dirençliliğini (fenhexamid % 1.9, 

carbendazim % 3.4, cyprodinil % 3.8) hesaplamışlardır. İzolatların büyük 

çoğunluğu (% 62.7) iki TE’yi de içeren transposa grubu, % 23.7’si boty, % 14.4’ü 

her iki TE’yi bulundurmayan vacuma grubu olduğunu bulmuşlardır. RFLP 

analizleri % 88’lik genetik çeşitlilik oranını göstermiştir.  

Vaczy ve ark. (2008) Macaristan’daki üzüm bağlarındaki B. cinerea 

populasyonlarının eşey rekombinasyonlarını araştırmışlardır. Yüz dokuz örnekle 

yaptıkları çalışmada 74 adet transposa, 13 adet flipper, 12 adet boty ve 10 adet 

vacuma grubu izolata rastlamışlardır. Beş mikrosatellit bölgesiyle yaptıkları 

analizle 109 izolatta 55 mikrosatellit haplotipi elde etmişlerdir.  

Isenegger ve ark. (2008a) Bangladeş’te nohut tarlalarında B. cinerea’nın genotipik 

çeşitliliğini ve klonların göçünü mikrosatellit belirteçleriyle araştırmışlardır. 

Dokuz mikrosatellit bölgesi kullanarak 146 B. cinerea izolatında 51 alele 
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rastlamışlardır. Populasyon içi ve toplam genetik çeşitlilik oranını yüksek 

bulmuşlardır (HS: 0.48, HT: 0.54). Azami genetik çeşitliğin populasyonlar arası 

farklılık gösterdiğini söylemişler ve 69 adet haplotip bulmuşlardır. Bölgeler arası 

genotip akışına rastlamışlar ve klon hatlarının yayılım gösterdiğine işaret ettiğini 

söylemişlerdir.  

Isenegger ve ark. (2008b) Güney Asya ve Avustralya’daki B. cinerea tür 

komplekslerinin durumunu ve transpozon gruplarının mikrosatellit analizlerini 

yapmışlarıdır. B. cinerea’nın Grup I ve Grup II olmak üzere iki kriptik türü, yani 

birbiriyle aynı morfolojik görünüme sahip fakat üreme bakımından yalıtılmış 

türler, olduğunu söylemişler ve bu kriptik türlerin Güney Asya ve Avustralya’daki 

varlığını test etmişlerdir. Her iki bölgeden toplam 169 mikrosatellit haplotipi ve 

Cleaved Amplified Polymorphic Sequence (CAPS) profillerinin sadece Grup 

II’nin varlığını gösterdiğini söylemişlerdir. Grup I’in olmamasını B. cinerea 

izolatlarının Avrupa’dan Asya ve Avustralya’ya göçünün sınırlandığına işaret 

ettiğini söylemişlerdir. Boty ve flipper transpozonlarının varlığına bağlı olarak 

dört transpozon grubu belirlemişlerdir. Bangladeş’te flipper ve transposa yüksek 

sıklıkta gözlenirken Hindistan ve Nepal’de ise boty gözlemlenmiş Avustralya’da 

ise transposa ve boty gözlenmiştir.   

Decognet ve ark. (2008) B. cinerea populasyonlarının domates seralarına 

verildikten sonraki hızlı genetik çeşitlilik değişimini araştırmışlardır. Seralardaki 

dört ayrı bölüme iki farklı B. cinerea suşu uygulamışlar, hastalık gelişimini 

gözlemlemişler ve genetik çeşitlilik değişimini mikrosatellit belirteçleriyle 

belirlemişlerdir. Doğal olarak gerçekleşen hava kaynaklı B. cinerea’da yüksek 

genetik çeşitlilik gözlenmiş ve seralara verilen izolatlarla hızlıca yer değiştirmiştir. 

Yer değişimi ilk 14 günde % 66 düzeyindeyken 60’ıncı günde % 91’e çıkmıştır. 

Bu durumun ikincil inokulumun hastalık gelişiminde önemli rolü olduğunu 

önermişlerdir.  

Martinez ve ark. (2008) Fransa üzüm bağlarındaki B. cinerea dağılımını 

belirlemek için yeni PCR primerleri uygulamışlardır. Grup I ve Grup II’nin 

genetik gruplarının varlığını ve ikinci grubun TE’leri içerdiğini söylemişlerdir. 

Bordeaux üzüm bağlarındaki populasyonlarda Grup I oranının düşük (% 2.3) 

olduğunu belirtmişler ve Grup II olarak belirlenen izolatlarda dört transpozon 

grubuna da rastlandığını belirtmişlerdir. Flipper dizisi için tasarlanan bu ilk primer 

çifti beklenmeyen 2287 bç’lik bir dizi çoğaltmıştır. Bu dizinin 5’ ucu dizilenmiş ve 
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flipper elementinin potansiyel giriş bölgesi olarak tanımlanmış ve yeni PCR 

primerlerinin tasarlanmasına olanak sağladığını söylemişlerdir.  

Zhao ve ark. (2009) B. cinerea’da boty-II LTR retrotranspozonunu 

tanımlamışlardır. Çalışmalarında iki tam (boty-II 76, boty-II 103) iki kısmi (boty-II 

95, boty-II 141) LTR retrotranspozonu in-slico genomik analiz ile 

tanımlamışlardır. 

Fekete ve ark. (2012) Macaristan’da B. cinerea kriptik türlerinin genetik 

çeşitliliğini araştırmışlardır. Topladıkları örnekler içinde hem Grup I hem de Grup 

II türlerine bulmuşlar ve daha önce Grup I türlerinde görülmediği bildirilen 

boty’ye rastlamışlardır. Bu durumun türün genetik çeşitliliğin arttığına 

yorumlamışlardır. Fenhexamid direnci veya eşeysiz spor büyüklüğü gibi fenotipik 

belirteçlerin kriptik türleri ayırmaya uygun olmadığını belirtmişlerdir.  

Kuzmanovska ve ark. (2012) domatesten izole edilen B. cinerea izolatlarının 

fenotipik ve genetik karakterizasyonunu çalışmışlardır. Yüz yirmi üç izolatla 

çalışmışlar ve misel yapısı, sporulasyon ve sklerot üretimine göre 9 farklı fenotip 

tanılamışlardır. Kullandıkları 123 izolattan 20 tanesini transposa, 48 tanesini 

vacuma ve 55 tanesini flipper olarak tanılamışlardır. Yaptıkları analizlerde fenotip, 

izolasyon yeri ve transpozonlar arasında herhangi bir ilişkiye rastlamamışlardır.  

Samuel ve ark. (2012) Yunanistan’da çeşitli konakçılardan elde ettikleri B. cinerea 

izolatlarının transpozon sıklıklarına bakmışlardır. Elde ettikleri sonuçlarda dört 

transpozon grubuna da rastlamışlardır. Domates, salatalık, üzüm ve çilekte 

transposa izolatlarının daha fazla olduğu, kivi ve elmada ise vacuma izolatlarının 

baskın olduğunu bulmuşlar ayrıca flipper izolatlarının da yüksek sıklıkta olduğunu 

söylemişlerdir. 

Asadollahi ve ark. (2013)  iki açık tarladan aldıkları B. cinerea populasyonlarının 

karşılaştırmasını yapmışlardır. Bu karşılaştırmada üç farklı veri seti 

kullanmışlardır. İlki ADP-ATP translokaz ve nitrat redüktaz enzimlerinin RFLP 

kesim verisi, ikincisi ise MSB1 minisatellit verisi ve üçüncüsü de beş mikrosatellit 

lokusunun büyüklükleridir. Populasyon yapılarını Nei’nin gen ve haplotip 

çeşitlilik modeline göre, benzer olarak bulmuşlardır. F istatistikleri (FST, GST) ve 

gen akışının simpatrik populasyonlar içinde süregelen bir farklılaşmayı 
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gösterdiğini söylemişlerdir. Yaptıkları analizlerin sonucunda çok yıllık 

konakçılarda, konakçı özelleşmiş farklılaşmanın olduğunu söylemişlerdir.  

Kecskemeti ve ark. (2014) Almanya’da üzüm bağlarındaki B. cinerea izolatlarında 

transpozon ve mikovirüslerin varlığına bakarak B. cinerea genetik çeşitliliğini 

araştırmışlardır. İncelenen izolatların % 98’inde transpozon, % 37’sinde ise 

mikovirüse rastlamışlardır. İzolatlardaki transpozon ve mikovirüslerin varlığının 

birbirinden bağımsız olduğunu söylemişlerdir. 

Lorenzini ve Zapporoli (2014) üzümlerden B. cinerea’dan morfolojik ve 

filogenetik olarak farklı olası yeni bir Botrytis türü izole etmişlerdir. B.cinerea 

popülasyonlarının gözlemini yaparken taksonomik olarak tanılanmamış bir izolata 

rastlamışlardır. Moleküler tanılamada B. cinerea türünden farklı bir sonuç elde 

etmişler fakat izolatın Botrytis cinsine ait olduğunu bildirmişlerdir.    

Vercesi ve ark. (2014) fungusit uygulanmış ve uygulanmamış B. cinerea 

populasyonlarının karakterizasyonunu yapmışlardır. Bir fungusit uygulanmamış, 

bir fenhexamid uygulanmış ve bir de cyprodinil + fludioxonil uygulanmış 

populasyonlarda araştırma yapmışlardır. Tekrarlanan fungusit kullanımının 

transpozon dağılımına etkisini araştırmışlar ve vacuma izolatlarının çoğunlukta, 

transposa, boty ve flipper olarak azalan şekilde görüldüğünü belirtmişlerdir. 

Fungusit uygulamasının, transpozon dağılımını etkilemediğini önermişlerdir. 

Kumari ve ark. (2014) Hindistan ve Nepal’deki, B. cinerea izolatlarının genetik ve 

patojenik çeşitliliğini analiz etmişlerdir. RAPD analizi, transpozon varlığı ve eşey 

gen tiplerini analizlerinde kullanmışlardır. Transpozonlarla patojenitenin ilişkili 

olduğunu önermişler ve transposa grubunun patojenitesinin daha yüksek olduğunu 

söylemişlerdir.  

Fernandez ve ark. (2014) hastalık belirtisi göstermeyen elmalarda latent 

enfeksiyon aşamasındaki B. cinerea’ların transpozon varlığını belirlemeye 

çalışmışlardır. Flipper ve Boty transpozonlarını kullanarak depolama sırasında 

hastalık belirtisi göstermeyen elmalarda B. cinerea varlığını belirlemeye 

çalışmışlardır. Elde edilen PCR sonuçları ile ELISA sonuçları karşılaştırılmış ve 

anlamlı bir korelasyon gösterdiğini söylemişlerdir. Metotlarının, transpozon 

gruplarını belirleyerek alt populasyonlarını tespit ettiğini ve bunun uygun kontrol 

stratejileri geliştirmede kullanılabileceğini söylemişlerdir. 
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Fernandez-Ortuna ve ark. (2014) B. cinerea’nın yedi farklı kimyasala karşı 

dirençliliğini test etmişlerdir. Tiyofenol-metil, piroclostrobin, boscalid, cyprodinil, 

fenhexamid, iprodione ve fludioxonil’e karşı yapılan testlerde 2012 örneklerinde 

sırasıyla %76, 42, 29, 27, 25, 3 ve 1, 2013 örneklerinde sırasıyla %85, 89, 5, 17, 

26, 2 ve 1 olarak belirlemişlerdir. 

Grabke (2014) Güney Carolina’da yaptığı tez çalışmasında çileklerde B. 

cinerea’nın fungisit direncinin moleküler mekanizmalarını ve kontrolünü 

araştırmıştır. Fungisit olarak dicarboximide iprodione ve hydroxyanilide 

fenhexamid kullanmıştır. Toplanan izolatların %16,8’inin fenhexamid’e dirençli 

olduğu, % 2’sinin iprodione’e orta dirençli ve %17,6’sının iprodione düşük 

dirençli olduğunu bulmuştur. Fenhexamid’e direncin erg27 genindeki nükleotit 

değişimiyle ilişkili olduğunu gözlemişlerdir. Iprodione direncin bos1 genindeki 

mutasyonlarla ilişkili olduğunu gözlemlemişlerdir. 

Panebianco ve ark. (2015) 2009-2013 yılları arasında Sicilya’da asma 

bahçelerinde çoklu fungisit direncine sahip B. cinerea izolatlarını belirlemişlerdir. 

Altı farklı fungisit grubu kullanmışlar ve örneklerin % 45,7’sinin en az bir 

fungisite karşı dirençli olduğunu bulmuşlardır. Otuz örneğin ise çoklu fungisit 

direnci gösterdiğini belirtmişlerdir.       

Li (2015) Güney Carolina’da yaptığı tez çalışmasında böğürtlenlerden yeni 

Botrytis türlerinin karakterizasyonu ve B. cinerea’nın fungisit direnci üzerine 

çalışmıştır. Çalışmaları sonucunda Botrytis caroliniana türünü tanılamışlardır. Tür 

tanılamasında G3PDH, HSP60 ve RPB2 gen bölgelerini kullanmışlardır. Örnek 

aldıkları 6 bölgenin 4’ünde B. cinerea ile B. caroliniana’nın aynı anda 

bulunduğunu gözlemlemişlerdir. Fungisit direnç çalışması 198 B.cinerea izolatı 

üzerinde gerçekleştirilmiş, % 72’sinin thiophanate-methyl’e, %59’unun 

pyraclostrobin’e, %56’sının boscalid’e, %11’inin fenhexamid’e, %10’unun 

cyprodinil’e, % 8,6’sının iprodione ve %1’inin fludioxonil’e dirençli olduğunu 

görmüşlerdir.  

Wessels ve ark. (2016) Güney Afrika’da armut çiçeklerindeki B. cinerea 

populasyonlarının genetik yapısını ve fungusit direncini araştırmışlardır. 

Yaptıkları mikrosatellit analizi sonucunda total gen çeşitliliğini, populasyon için 

hesaplanan ortalamanın (H) üzerinde bulmuşlardır. Armut bahçeleri arası gen 
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akışının olduğunu söylemişlerdir. Yapılan ilişki analiz indekslerine (IA ve TD) göre 

populasyonların genellikle eşeysiz ürediğini söylemişlerdir. 

Lopes ve ark. (2017) Brezilya’da yaptıkları çalışmada B. cinerea’nın fungusit 

dirençliliğini araştırmışlardır. Çalışmalarında pyraclostrobin, iprodione ve 

thiophanate-methyl’in farklı konsantrasyonlarını kullanmışlardır. Dirençliliği 

hesaplamada etkin doz (EC50) değerini kullanmışlardır. İzolatların %93’ünün 

thiophanate-methyl’e, %53’ünün iprodione’e ve %25,7’sinin pyraclostrobin’e 

dirençli olduğunu bulmuşlardır.      

Rupp ve ark. (2017) Almanya’da yaptıkları çalışmada çileklerde kurşuni küfe 

neden olan B .cinerea’dan farklı bir tür tanımlamışlar ve Botrytis fragariae olarak 

adlandırmışlardır. Bu yeni tanımlanan türün B. cinerea gibi hem kış hem de bahar 

aylarında görülmediğini, sadece kış aylarında görüldüğünü belirtmişlerdir.      

Kanetis ve ark. (2017) Kıbrıs’ta ekin seralarındaki B. cinerea populasyonlarının 

fungusit dirençlilik profillerini ve genetik yapısını araştırmışlardır. 

Araştırmalarının sonucunda seralardaki izolatların yalnızca % 8,6’sının 

fungusitlere karşı hassasiyet gösterdiğini bulmuşlardır. Populasyonların % 

67,3’ünde çoklu fungusit direncine rastlamışlardır. Eşey alellerinde MAT-1 tipinin 

frekansının MAT-2 frekansına göre daha yüksek olduğunu göstermişlerdir.      

Zhang ve ark. (2017) Çin’deki, üzüm bağlarındaki B. cinerea izolatlarının 

karakterizasyonunu yapmışlardır. On beş ilden 135 örnekle çalışmışlardır. 

Karakterizasyonu MAT-1 ve MAT-2’nin eşey alellerine, Bc-hch geninin RFLP 

profiline ve transpozon varlığına göre yapmışlardır. Araştırmalarının sonucunda 

71 MAT-1, 64 MAT 1-2 izolatına, RFLP sonucunda ise bütün izolatların Grup 

II’ye ait olduğunu, transpoza’nın % 51,9, boty’nin % 33,3, flipper’ın % 10,4 ve 

vacuma’nın ise % 4,5 oranında bulmuşlardır. Yaptıkları mikrosatellit analizleri 

sonucunda 135 örnekte 127 genotipe rastlamışlardır. 

2.2. Türkiye’de Yapılan Çalışmalar 

Burçak ve Delen (2001) üzümlerden izole ettikleri B. cinerea izolatlarına bazı 

fungisitlerin etkilerini araştırmışlardır. Denemelerinde procymidone, iprodione, 

imazalil, carbendazim, myclobutanil kullanmışlardır. Analizler sonucunda 

carbendazim hariç diğer fungisitleri etkili bulmuşlardır.  
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Sarıbıyık (2005) yaptığı tez çalışmasında Aydın ilindeki çileklerde görülen kurşuni 

küf hastalığının kimyasal mücadelesi üzerine yaptığı çalışmasında en az hastalıklı 

bitkinin 2002-2003 sezonunda cyprodinil+fludioxonil, procymidone ve 

fenhexamid uygulanan alanlarda, 2003–2004 sezonunda ise fenhexamid, 

cyprodinil+fludioxonil, iprodione, procymidone uygulanan alanlarda gördüklerini 

bildirmişlerdir. 

Demir (2009) yaptığı tez çalışmasında marulda B. cinerea’ya karşı in-vitro 

koşullarda biyolojik savaşım olanaklarını araştırmışlardır. B. cinerea izolatına 

karşı Trichoderma harzianum, T. viride, Sim Derma (T. harzianum KUEN 

1585)(10
6
 kob/g) ve Bacillus subtilis (10

9
 kob/g)’in biyolojik formülasyonlarının 

etkilerini denemişlerdir. Kontrol fungisiti olarak captan ve fenhexamid 

kullanmışlardır. Sim Derma ve B.subtilis misel gelişimini %100 baskılarken, T. 

harzianum %56,87, T. viride % 73,85 oranında baskıladığını bulmuşlardır.  

Soylu ve ark., (2010) yaptıkları çalışmada B. cinerea’ya karşı çeşitli bitkilerin 

esansiyel yağlarının in-vitro antifungal etkisine bakmışlardır. Kekik, lavanta ve 

biberiye bitkilerinin özütlerini kullanmışlar ve özütlerin sıvı ve uçucu fazlarının 

doza bağlı olarak büyümeyi inhibe ettiğini göstermişlerdir.   

Yeşilçöllü ve ark. (2011) Ege bölgesinde çilek yetişen alanlarda virüs kaynaklı 

hastalık etmenlerini araştırmışlardır. 211 örnekle çalışmışlar, 85 örneğin enfekte 

olduğunu gözlemlemişler ve 7 farklı virüs türüne rastlamışlardır. 

Altınok (2012) Antalya ve Mersin illerindeki örtüaltı patlıcan ekim alanlarındaki 

kurşuni küf ve beyaz çürüklük hastalıklarının yayılma oranının araştırmıştır. 

Antalya ilinde çalışılan alanın % 59’unun kurşuni küf, % 19’unun ise beyaz 

çürüklük hastalığıyla, Mersin ilinde çalışılan alanın % 46’sı kurşuni küf, % 

16’sının ise beyaz çürüklük hastalığıyla enfekte olduğunu bulmuştur. 

Sezer ve Dolar (2012) Ordu, Giresun ve Trabzon illerindeki fındık üretim 

alanlarında çotanaklarda hastalık oluşturan B. cinerea’nın yaygınlığı ve bazı fındık 

çeşitlerinin bu patojene verdikleri tepkileri araştırmışlardır. B. cinerea'nın 

yaygınlığı Ordu'da % 92,00, Giresun'da % 85,71 ve Trabzon'da % 64,86 olarak 

tespit etmişlerdir. Çeşit reaksiyon denemesinde Çakıldak çeşidinin % 33,33 - % 

61,11 hastalık şiddeti değerleri ile etmene karşı diğer beş çeşide kıyasla daha 

tolerant olduğu sonucuna varmışlardır. 
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Uçar (2014) yaptığı tez çalışmasında Aydın’daki çilek çeşitlerinde kurşuni küf ve 

külleme hastalığının bulunma oranı ve hastalık şiddetini araştırmıştır. Kurşuni küf 

hastalığının Ocak ayı başlarında görülmeye başlandığını ve nemin yüksek olduğu 

dönemlerde üst noktaya ulaştığını belirlemiştir. Külleme hastalığının ise Kasım ayı 

sonlarında ortaya çıktığını ve Aralık ayının ortalarında üst noktaya ulaştığını 

gözlemlemiştir. 

Dinler (2014) yaptığı tez çalışmasında çilek fidelerinde toprak kaynaklı fungal 

elementlerin saptanması üzerine çalışmıştır. 2009-2011 yılları arasında 2366 çilek 

fidesiyle çalışmışlar ve 1014 izolat elde etmişlerdir. Çalışmanın sonucunda 291 

adet Fusarium spp., 153 Rhizoctonia spp., 4 Macrophomina sp., 9 Cylindrocarpon 

sp. cinslerine rastlamışlardır.  

Ün (2015) yaptığı tez çalışmasında Aydın ilinde çilekteki fungal kontaminasyonun 

moleküler tanısı ve B. cinerea’nın genetik yapısını araştırmıştır. Onbir farklı cins 

ve 20 tür tanılaması yapmışlardır. Dokuz mikrosatellit bölgesi kullanmışlar ve 

genetik bir yapılanma olduğunu tespit etmişlerdir. 

Kaynak özetlerinde görüldüğü üzere B. cinerea’nın transpozon yapısı üzerine 

ülkemizde yapılan bir çalışma mevcut değildir. Bu tarz çalışmanın Dünya’da 

örnekleri bulunmakla beraber sayısı çok fazla değildir. Önceden de değindiğimiz 

gibi B.cinerea genetik yapısını hızlı değiştirebilen bir türdür. Tez çalışmamızda, 

bu hızlı değişimin etmenlerinden biri olan transpozonların populasyonlar içindeki 

frekansını belirleyerek populasyon dinamiklerinin belirlenmesi yönünde bir adım 

atmak ve belirlenen transpozon frekansına bağlı olarak, en yaygın kullanılan üç 

fungisite karşı dirençlilik durumlarını belirlemek amaçlanmıştır.   
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Örneklerin Toplanması ve İzolatların Saflaştırılması 

3.1.1. Örneklerin Toplanması 

Örnekler Aydın ve Mersin illerinden 2015 yılı Aralık ve 2016 yılı Nisan aylarında 

özellikle çilek üretiminin en fazla gerçekleştiği Atça, Sultanhisar, Yenipazar, 

Anamur ve Silifke ilçelerinden, her lokaliteden en az 20 örnek olacak şekilde, 

Botrytis cinerea kontaminasyonunun olduğu düşünülen meyveler toplanmıştır. 

Örnekler kilitli poşetler kullanılarak muhafaza edilmiştir. Toplanan örnekler araç 

buzdolabı kullanılarak Adnan Menderes Üniversitesi Mikrobiyoloji 

Laboratuvarına getirilmişlerdir. Meyveler, saflaştırma işlemine başlayana kadar +4 

ºC’de saklanmıştır.  

3.1.2. Kullanılan Besiyeri ve Çözeltiler 

Potato Dextrose Agar (PDA) 

Çizelge 3. 1 PDA besiyeri bileşen ve miktarları 

Potato Dextrose Agar (PDA) 

Bileşen Miktar 

Potato Infusion 4 g/L 

D(+) Glukoz  20 g/L 

Agar Agar 15 g/L 

pH 3.5 ± 0.2 

Litrede 39 g olacak şekilde distile su ile hazırlanır. 121 °C’de 15 dk otoklavda 

sterilize edilir. 5mL’lik kryotüpler içinde yatık olarak hazırlanmış ve örneklerin 

stoklanmasında kullanılmıştır. 

 

 

 

 



27 

 

Malt Extract Agar (MEA) 

Çizelge 3. 2 MEA besiyeri bileşen ve miktarları 

Malt Extract Agar (MEA) 

Bileşen Miktar 

Malt extract 30 g/L 

Mikolojik pepton  5 g/L 

Agar Agar 15 g/L 

pH 5.4 ± 0.2 

48 g/L olacak şekilde distile su içinde ısıtılarak eritilmiş, 5 mL’lik kriyotüplere 

dağıtılmış ve otoklavda 121 °C’de 10 dakika sterilize edilmiştir. Tüpler yatık 

pozisyonda konularak, agarın yatık şekilde donması sağlanmıştır. Küflerin stok 

kültür yapılarak +4 °C’de uzun süre saklanması için kullanılmıştır. 

Fizyolojik Tuzlu Su Çözeltisi (FTS) 

Çizelge 3. 3 FTS bileşen ve miktarları 

Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) 

Bileşen Miktar 

NaCl 85 g/L 

dH2O  1000 mL 

85 gram NaCl’nin 1 litre distile su içinde çözdürülmesiyle hazırlanmıştır. 121 

ºC’de 15 dk otoklavlanmıştır. Çileklerden küflerin saflaştırılması sırasında 

seyreltme tamponu olarak kullanılmıştır.  

Laktofenol Mavisi Çözeltisi 

Çizelge 3. 4 Laktofenol mavisi stok çözelti bileşen ve miktarları 

Laktofenol Mavisi Stok Çözelti 

Bileşen Miktar 

% 85 Laktik asit 99 mL 

Anilin mavisi 1 g 

Stok çözeltisi distile su ile %85’lik laktik asit çözeltisi içine anilin mavisi 

eklenmesiyle hazırlanmıştır. 
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Çizelge 3. 5 Laktofenol mavisi bileşen ve miktarları 

Laktofenol Mavisi Çözeltisi 

Bileşen Miktar 

% 85 Laktik asit 100 mL 

Gliserol 250 mL 

Stok Çözelti 3 mL 

dH2O 50 mL 

Bileşenler distile su içinde çözdürülerek hazırlanmıştır. Morfolojik tanılama 

yapılırken küflerin misel ve spor yapılarının boyanmasında kullanılmıştır.  

Tween-80 Çözeltisi 

Çizelge 3. 6 Tween- 80 çözeltisi bileşen ve miktarları (% 0,1’lik) 

Tween-80 Çözelti 

Bileşen Miktar 

Tween-80 0.1 mL 

Distile Su 99.9 mL 

0,1 mL Tween-80 99,9 mL distile su içinde çözdürülmüş ve 121 ºC’de 15 dk 

otoklavlanmıştır. Spor süspansiyonu hazırlanmasında kullanılmıştır. 

HA Broth 

Çizelge 3. 7 HA Broth bileşen ve miktarları 

HA Broth 

Bileşen Miktar 

Malt extract 10 g/L 

Yeast extract 4 g/L 

D(+) Glukoz 4 g/L 

Bileşenler 1 litre distile su içinde çözdürülmüş ve 121 ºC de 15 dk 

otoklavlanmıştır. Fungusit denemelerinin spor aşamasında aktifleştirici ve fungusit 

içeren deneysel ortam olarak kullanılmıştır.  
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Minimal Ortam (MM) 

Çizelge 3. 8 MM besiyeri bileşen ve miktarları 

MM Besiyeri 

Bileşen Miktar 

K2HPO4 1.5 g/L 

Yeast extract 2 g/L 

D(+) Glukoz 10 g/L 

KH2PO4 2 g/L 

(NH4)2SO4 1 g/L 

MgSO4.7H2O 5 g/L 

Agar agar 12.5 g/L 

Bileşenler 1 litre distile su içinde çözdürüldü ve 121 ºC’de 15 dk otoklavlanmıştır. 

Fungusit denemelerinin misel aşamasında fungusitli ortamda gelişmiş izolatların 

kontrollerinde kullanılmıştır. 

Fenhexamid Çözeltisi 

Çizelge 3. 9 Fenhexamid çözeltisi bileşen ve miktarları 

Fenhexamid Çözeltisi 

Bileşen Miktar 

Fenhexamid 5 g/L 

dH2O  1000 mL 

Konsantre fenhexamid (Forzol SC 500) 1 litre steril distile su içinde 

çözdürülmüştür. Fungusit denemelerinde seyreltmeleriyle birlikte kullanılmıştır. 

Carbendazim Çözeltisi 

Çizelge 3. 10 Carbendazim çözeltisi bileşen ve miktarları 

Carbendazim Çözeltisi 

Bileşen Miktar 

Carbendazim 0,75 g/L 

dH2O  1000 mL 

Carbendazim (Angel 50 WP) 1 litre steril distile su içinde çözdürülmüştür. 

Fungusit denemelerinde seyreltmeleriyle birlikte kullanılmıştır. 
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Cyprodinil Çözeltisi 

Çizelge 3. 11 Cyprodinil çözeltisi bileşen ve miktarları 

Cyprodinil Çözeltisi 

Bileşen Miktar 

Cyprodinil 0.40 g/L 

dH2O  1000 mL 

Cyprodinil (Fragman 50 WP) 1 litre steril distile su içerisinde çözdürülmüştür. 

Fungusit denemelerinde seyreltmeleriyle birlikte kullanılmıştır. 

CTAB Çözeltisi 

Çizelge 3. 12 CTAB çözeltisi bileşen ve miktarları 

CTAB Çözeltisi 

Bileşen Miktar 

2X CTAB 200 µL 

dH2O  89 µL 

PVP 0.01 g 

β-merkaptoetanol 1 µL 

0.5M EDTA 20 µL 

1 M Tris-HCl 50 µL 

5 M NaCl 140 µL 

Bileşenler distile su içinde çözdürülmüştür. DNA izolasyonunda dokuları 

parçalamakta kullanılmıştır. Çizelgedeki miktarlar tek bir örnek için kullanılan 

miktarlardır. Hazırlanan miktar örnek sayısına göre ayarlanmıştır. 

3.1.3. İzolatların Saflaştırılması 

Toplanan ve +4 ºC’de saklanan hastalıklı çilek meyvelerinden doğrudan 1 g 

tartılıp önceden hazırlanmış olan 9 mL’lik FTS içine eklenmiş ve homojenize 

edilmiştir. Sonra bu homojenizatlardan 100 µL alınmış ve yayma ekim yöntemi 

kullanılarak hazırlanan PDA ve MEA besiyerlerine ekimleri yapılmıştır. 

Ekimlerden sonra örnekler 20 °C’de 5 gün inkübasyona bırakılmıştır. Süre 

sonunda oluşan karışık kolonilerden fungus kolonileri seçilmiş, PDA’ya ekilmiş 

ve tekrar 20 °C’de 5 gün inkübasyona bırakılmıştır. Saf koloniler elde edildikten 

sonra 5 mL’lik kryotüplerde yatık agar hazırlanmış ve saf kolonilerden bu yatık 
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agara ekim yapılmış ve üremeye yukarıdaki şartlarda bırakılmıştır. Yatık agarda 

üremeden sonra üzerlerine hava almayacak şekilde steril mineral yağ eklenmiş ve 

örnekler buzdolabında saklanmıştır.    

3.1.4. Morfolojik Tanılama 

PDA’da 20 °C’de 7-10 günlük koloniler çıplak gözle ve binoküler mikroskop 

altında incelenmiş koloni şekli, rengi ve sklerot oluşup oluşmadığı incelenmiştir.  

PDA besiyerinde üretilen saf kolonilerden öze ile parça alınmış ve üzerinde LPM 

bulunan lam üzerinde yavaşça karıştırılmıştır. Daha sonra üzeri lamelle kapatılıp 

kurumaya bırakılmıştır. Sonrasında mikroskop altında sklerot, klamidospor, 

konidia, konidiafor, miselyum ve spor yapıları incelenmiştir.   

3.2. Genomik DNA İzolasyonu 

Genomik DNA tabanlı bütün çalışmalar için organ, doku veya hücrelerden DNA 

izolasyonu yapılması gereklidir. Bu sebeple toplanan ve morfolojik olarak B. 

cinerea olarak belirlenen örnekler sıvı azot yardımıyla toz haline getirilmiş ve 

sonrasında bu örneklerden 2X CTAB DNA izolasyon yöntemi kullanılarak 

genomik DNA izolasyonu gerçekleştirilmiştir. 

DNA izolasyonu Doyle ve Doyle (1987)’un 2X CTAB DNA izolasyon yöntemi 

modifiye edilerek yapılmıştır. Fungus miselleri sıvı azot yardımıyla toz haline 

getirilmiştir. Toz halindeki örneklerin üstüne 600 µL 2X CTAB tamponu eklenmiş 

ve 30 sn boyunca vorteks ile karıştırılmıştır. Daha sonra örnekler 65 °C’de 40 dk, 

10 dk’da bir alt üst edilerek karışması sağlanmıştır. Üzerlerine 600 µL Fenol: 

Kloroform: izoamil alkol (25:24:1) eklenmiş ve 30 sn vortekslenmiştir. Sonra 

12000 g’de 10 dk santrifüjlenmiştir. Santrüfüj bittikten sonra üst faz yeni 

eppendorfa alınmış ve üzerine 600 µL kloroform eklenmiş ve el ile alt üst edilerek 

karıştırılmıştır. Karıştırılmadan sonra 12000 g’de 10 dk santrifüj yapılmış ve 

süpernatant önceden içlerine 50 µL 5M NaCl çözeltisi bulunan 1,5 ml’lik 

eppendorf tüplere aktarılmıştır. Üzerlerine 700 µL % 96’lık soğuk etanol eklenmiş 

ve elde sert bir şekilde 3 dk çalkalayarak karıştırılmıştır. Karıştırmadan sonra 4 

°C’de 12000 x g’de 10 dk santrifüj yapılmıştır. Süpernatant atılmış ve pelletin 

üzerine 300 µL % 70’lik soğuk etanol eklenmiştir. 4 °C’de 12000 g’de 10 dk 

santrifüj işlemi tekrarlanmıştır. Süpernatant dökülmüş ve kalan etanolün 
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uzaklaşması için örnekler kurumaya bırakılmıştır. Kurumadan sonra örnekler 150 

µL steril distile su içinde 1 gece çözünmeye bırakılmıştır (Şekil 3.1).   

 

Şekil 3.1 DNA izolasyon prosedürü şematik gösterimi (Doyle ve Doyle, 1987) 

İzolasyon sonrası elde edilen genomik DNA’ların saflık ve miktar tayinlerinin 

yapılması önemlidir. Bu amaçla genellikle spektrofotometrik yöntemler kullanılır. 

Spektrofotometrik yöntemler ışığın, örneğe göre değişen, belirli dalga boylarının 

örnek içinden geçirilmesi ve bu sırada örneğin ışığın ne kadarını tuttuğunu 

belirleyen yöntemlerdir. Çalışmada Nanodrop Spektrofotometre (Thermo) 

kullanılmıştır. 

Nükleik asitler ışığı en iyi 260/280 nm dalga boyunda absorbe ederler. Ölçüm bu 

iki değer arasında yapılır ve bu değerlerin birbirine oranı eldeki genomik 

materyalin saflığını belirler. Bu oranın 1,8 – 2,0 arasındaki ölçümü ile nükleik 

asitler saf olarak kabul edilir. Bu aralığın dışındaki değerlerde RNA, protein 
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ve/veya fenol bileşiklerinin yeteri kadar uzaklaştırılamamasına bağlı kirlilik 

olduğu sonucuna ulaşılabilir. 

3.3. Transpozonların Belirlenmesi, Gruplandırma ve ITS-PCR 

Boty ve Flipper hareketli elementlerinin varlığı Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

(PCR) yöntemi ile belirlenmiştir. Flipper için yaklaşık 1200 bç uzunluğunda ürün 

veren F300 (5’-GCA CAA AAC CTA CAG AAG A-3’) ve F1550 (5’- ATT CGT 

TTC TTG GAC TGT A-3’) primer çifti, Boty için yaklaşık 700 bç uzunluğunda 

ürün veren BotyF4 (5’- CAG CTG CAG TAT ACT GGG GGA-3’) ve BotyR4 

(5’- GGT GCT CAA AGT GTT ACG GGA G-3’) primer çifti kullanılmıştır (Ma 

ve Michelides, 2005). Boty ve flipper, B. cinerea’ya özgü olduğu için moleküler 

tanılamada da bu elementler kullanılmıştır. Her iki transpozonu taşımayan 

örneklerin moleküler tanılamasında ise yaklaşık 700 bç uzunluğunda ürün veren 

ITS1 (5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) ve ITS4 (5’-TCC TCC GCT 

GCT TTA TTG ATA TGC-3’) primer çifti kullanılmıştır  

Ma ve Michelides (2005)’ten yola çıkılarak PCR bileşenlerinin optimizasyonu 

tamamlanmış ve optimizasyonda belirlenen konsantrasyonlar (Çizelge 3.13) ve 

PCR koşulları (Çizelge 3.14, 3.15, 3.16, 3.17, 3.18) çizelgelerde verilmiştir.  

Çizelge 3. 13 Kullanılan PCR bileşenlerinin konsantrasyon ve miktarları (boty) 

PCR bileşenleri ve miktarları 

Bileşen Miktar 

sdH2O 15,8 µL 

10X Taq 

Tampon(GenMar

k) 

2,5 µL (1X) 

25 mM MgCl2 1,5 µL (2 µM) 

0.5 M dNTP Mix 5 µL 

2.5 mM F Primer 0,3 µL 

2.5 mM R Primer 0,3 µL 

Kalıp DNA 1 µL (50 ng) 

Taq Polimeraz 0,1 µL (1U) 
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Çizelge 3. 14 Kullanılan PCR bileşenlerinin konsantrasyon ve miktarları (flipper) 

PCR bileşenleri ve miktarları 

Bileşen Miktar 

sdH2O 14,8 µL 

10X Taq 

tampon(GenMar

k) 

2,5 µL (1X) 

25 mM MgCl2 1,5 µL (2 µM) 

0.5 M dNTP Mix 5 µL 

2.5 mM F Primer 0,3 µL 

2.5 mM R Primer 0,3 µL 

Kalıp DNA 2 µL (100 ng) 

Taq Polimeraz 0,1 µL (1U) 

Çizelge 3. 15 Kullanılan PCR bileşenlerinin konsantrasyon ve miktarları (ITS) 

PCR bileşenleri ve miktarları 

Bileşen Miktar 

sdH2O 15.5 µL 

10X Taq 

tampon(GenMar

k) 

2,5 µL (1X) 

25 mM MgCl2 1,8 µL (2 µM) 

0.5 M dNTP Mix 5 µL 

2.5 mM F Primer 0,3 µL 

2.5 mM R Primer 0,3 µL 

Kalıp DNA 1 µL (50 ng) 

Taq Polimeraz 0,1 µL (1U) 

Çizelge 3. 16 Kullanılan PCR şartları (boty) 

 Sıcaklık (°C) Süre Döngü Sayısı 

Ön 

denatürasyon 

94 3 dk 1 

Denatürasyon  94 30 sn 35 

Bağlanma 64 30 sn 

Uzama 72 30 sn 

Son Uzama 72 3dk 1 

 

 



35 

 

Çizelge 3. 17 Kullanılan PCR şartları (flipper) 

 Sıcaklık (°C) Süre Döngü Sayısı 

Ön 

denatürasyon 

94 3 dk 1 

Denatürasyon  94 40 sn 40 

Bağlanma 60 40 sn 

Uzama 72 1 dk 

Son Uzama 72 10 dk 1 

Çizelge 3. 18 Kullanılan PCR şartları (ITS) 

 Sıcaklık (°C) Süre Döngü Sayısı 

Ön 

denatürasyon 

94 2 dk 1 

Denatürasyon  94 30 sn 35 

Bağlanma 58 30 sn 

Uzama 72 1 dk 

Son Uzama 72 10 dk 1 

5 µL PCR ürünleri, 3 µL 6X yükleme boyası ile karıştırılarak % 1.5’lik agaroz 

jelde 90 V’da 40 dk yürütülmüş ve görüntülenmiştir. Ürünlerin görüntülenmesinde 

100 bç DNA ladder (GenMark) kullanılmıştır.   

PCR sonuçları elde edildikten sonra izolatlar transpozonların varlığı veya 

yokluğuna göre, her iki transpozonda varsa transposa, tek bir transpozon varsa 

boty veya flipper, her iki transpozonda bulunmuyorsa vacuma grubu olarak 

sınıflandırılmıştır. 

PCR işlemleri tamamlandıktan sonra boty, flipper örneklerinden ikişer adet ve tüm 

ITS ürünleri DNA dizilemesi için Macrogen (Hollanda) firmasına gönderilmiş ve 

gelen diziler BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) programıyla gen 

bankasındaki verilerle kıyaslanmış ve hem transpozonların doğrulaması hem de 

ITS ile moleküler tanılama gerçekleştirilmiştir.   

3.4.  Fungusit Direnç Testleri 

B.cinerea’yla mücadelede dünyada en yaygın olarak kullanılan üç etken madde 

araştırmamız için seçilmiştir. Bunlar fenhexamid, carbendazim ve cyprodinil etken 

maddelerine sahip fungusitlerdir. Her bir B.cinerea grubunun fungusit dirençliliği 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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hassas, orta ve dirençli olarak, İnhibisyon konsantarsyon (IC50) değerlerine göre, 

sınıflandırılmıştır (Amiri ve ark., 2008). IC50 değeri ˂ 6 µg/mL ise hassas, 7 – 49 

µg/mL arasında tolerant, 50 µg/mL ˂ ise dirençli olarak değerlendirilmiştir.        

Fungusit denemeleri laboratuvar ortamında iki şekilde yapılmıştır. Birincisi spor 

aşamasında sıvı besi yerinde, ikincisi ise miselden yapılan doğrudan ekimlerle katı 

besiyerinde gerçekleştirilmiştir.    

Spor aşaması deneyleri Vercesi ve ark. (2014) ‘na göre gerçekleştirilmiştir. Her bir 

transpozon grubundan PDA besiyerlerine ekimler yapılmış ve spor oluşması 

amacıyla 7 gün 20 °C’de inkübasyona bırakılmıştır. Sıvı besiyeri olarak HA broth 

kullanılmıştır. Yedi gün sonunda her bir grup izolattan 2x10
5
 mL

-1
 olacak şekilde 

spor süspansiyonu hazırlanmış ve süspansiyondan 1 mL HA besiyerine alınarak 90 

dk 20 °C’de inkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra bu süspansiyondan 50 µL 

alınıp içinde 950 µL, farklı konsantrasyonlarda (3 µg/mL, 1 µg/mL, 0,3 µg/mL ve 

0,1 µg/mL) fungusit içeren eppendorf tüplerdeki HA besiyerlerine aktarılmıştır. 

Sonra 20 °C’de 72 saat inkübasyona bırakılmıştır. Yetmiş iki saat sonunda 

örneklerin spektrofotometrik ölçümleri (Shimadzu) 492 nm’de yapılmıştır (Şekil 

3.2).    
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Şekil 3.2 Spor denemesi şematik gösterimi (Vercesi ve ark, 2014) 

Misel aşaması deneyleri Fekete ve ark. (2012)’ye göre gerçekleştirilmiştir. Her bir 

fungusitten önerilen doz (fenhexamid: 5000 mg/L, carbendazim: 750 mg/L, 

cyprodinil: 400 mg/L) ve bu dozların değerinin altındaki konsantarsyonda (Çizelge 

3.18) fungusit içeren PDA besiyerleri hazırlanmıştır. Önceden ekilmiş her bir 

transpozon grubundan B. cinerea örneklerinden bir delici yardımıyla plaklar 

alınmış ve fungusitli besiyerinin ortasına, fungus üreyen kısım alta gelecek 

şekilde, bırakılmıştır. Sonra bu besiyerleri 20 °C’de üç gün inkübasyona bırakılmış 

ve süre sonunda üreme görülen örneklerin koloni çapları ölçülmüştür (Şekil 3.3).    
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Çizelge 3. 19 Misel aşamasındaki fungusit testlerinde kullanılan fungusit 

konsantrasyonları (mg/L) 

Fungusit testlerinde kullanılan konsantrasyonlar 

Fungusit Fungusit konsantrasyonu (mg/L) 

Fenhexamid 5000 500 50 25 10 5 2 0 

Carbendazim 750 75 7.5 5 2 0   

Cyprodinil 400 200 100 50 25 10 5 0 

Üreme görülen örneklerin koloni çapları ölçüldükten sonra kolonilerden bir delici 

yardımıyla plaklar alınmış ve hazırlanan minimal ortamlara ekilmiştir. Üç gün 20 

°C’de inkübasyona bırakılmış ve süre sonunda, fungusite maruz bırakıldıktan 

sonra gelişimlerini gözlemek için, koloni çapları ölçülmüştür.   

 

Şekil 3.3 Misel denemesi şematik gösterimi (Fekete ve ark, 2012) 
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3.5.  Veri Analizi 

Elde edilen izolat gruplarının frekansları hesaplanmış, ki-kare (X
2
) testiyle 

ilişkileri belirlenmiş ve karşılaştırılmaları yapılmıştır. Fungusit testlerinde büyüme 

inhibisyon yüzdeleri hesaplanmış ve box-whiskers grafikleri çıkarılmıştır. 

İstatiktiksel testlerin tümünde IBM SPSS v22 programı kullanılmıştır. IC50 

değerlerinin hesaplanmasında bu konuda özel olarak hazırlanmış olan 

http://www.ic50.tk/ adresindeki hesaplama motoru kullanılmıştır. DNA dizilerinin 

analizi ve değerlendirmesi MEGA 7.0 programıyla gerçekleştirilmiştir.  

 

  

http://www.ic50.tk/
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4.. BULGULAR 

4.1. Morfolojik Tanılama 

PDA besiyerinde üretilen saf kolonilerden, öze ile alınarak üzerinde bir iki damla 

LPM bulunan lamlar üzerine yaydırılmış, sonra üzeri lamel ile kapatılmıştır. 

Hazırlanan bu preparatlar mikroskop altında incelenerek mikroskobik özellikleri 

belirlenmiştir.  

İzolatların, koloni özellikleri binoküler mikroskop altında incelenmiştir. Botrytis 

cinerea kolonileri hızlı gelişen, beyaz, seyrek, yaklaşık 6 gün içinde PDA yüzeyini 

tamamen kaplayan, onuncu günde rengi grimsi kahverengi olabilen ve ayrıca petri 

kenarlarında sklerotia ve klamidospor oluşturabilen bir türdür (Şekil 4.1).  

 

Şekil 4.1 B. cinerea 10 günlük petri görüntüsü 

Konidioforlar misellerden veya sklerotiadan genellikle püskül şeklinde oluşurlar. 

Yedi yüz elli mikrometreden 2 mm’ye kadar büyüyebilen, düz duvarlı, gri 

kahverengiden kahverengiye, alt kısmı 18-23 µm genişliğinde, hiyalin soluk 

kahverengi ve üst kısmı dallı, her dal ucu yarım daire veya daire şeklinde şişkin 5- 

12 µm çapında konidia içeren çıkıntılardır (Şekil 4.2).  
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Şekil 4.2 B.cinerea konidiafor ve konidia mikroskop görüntüsü 

Makrokonidia küresel, elipsodial veya yumurta şekilli, düz soluk kahverengi 

hiyalinli, çıkıntılı hiliuma sahip, 8-14’e 6-9 µm ölçülerindedir. Mikrokonidia 

doğada gözlenmeyip in-vitro oluşmakta ve makrokonidia’nın özelliklerinde, daha 

küçük boyutta olmaktadır (Ahmed ve ark, 2014). Sklerotia kalkan, mercek veya 

düzensiz şekilde, kahverengiden siyaha, 0,2-0,5 mm çapında, yoğun paketlenmiş 

medulla ve pseudoparankimaya sahip, koyu kahverengiden siyaha 5-10 µm 

çapında kortikal hücre tabakası halindedir.  

4.2. Genomik DNA İzolasyonu 

Çalışmada kullanılan örneklerin absorbans değerleri 1,78 – 2,24 değerleri arasında 

bulunmuş, sınırların dışında kalan örnekler PCR’da başarılı sonuçlar verdikleri 

için tekrar genomik DNA izolasyonuna gerek duyulmamıştır. Örneklerin 

miktarları ise 45 ng/µL ile 542 ng/µL arasında tespit edilmiştir. 

Spektrofotometrik yöntemle kantitatif ölçümü yapılan genomik DNA örneklerinin 

kalitatif olarak gözlenmesi % 0,8’lik agaroz jelde 3 µL yükleme boyası, 7 µL 

örnek olacak şekilde yüklenmiş ve 90 V’ta 40 dk yürütülerek yapılmıştır (Şekil 

4.3). 
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Şekil 4.3 Genomik DNA’nın agaroz jelde görüntülenmesi (M:1 kb DNA marker 

(GenMark), 9xx: Aydın örnekleri, 33xx: Mersin örnekleri) 

4.3. Moleküler Tanılama ve Transpozonların Belirlenmesi 

4.3.1. ITS-PCR  

ITS bölgesinin çoğaltılması için yaklaşık 700 bç uzunluğunda ürün veren ITS1 

(5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) ve ITS4 (5’-TCC TCC GCT GCT 

TTA TTG ATA TGC-3’) primer çifti kullanılmıştır. Çizelge 3.16’daki koşullarda 

gerçekleştirilen PCR işleminden sonra örnekler agaroz jelde kontrol edilmiş ve 

DNA dizileme işlemi için Macrogen (Hollanda) firmasına gönderilmiştir. 

Gelen DNA dizi sonuçları GenBank’taki verilerle, nBLAST programı 

kullanılarak, karşılaştırılarak moleküler tanılaması gerçekleştirilmiştir. Elde edilen 

türler Çizelge 4.1’de verilmiştir.  
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Çizelge 4. 1 ITS-PCR sonuçlarıyla ulaşılan tür adları ve Accession Numaraları 

ITS sonuçlarına göre bulunan türler 

Tür Adı Konum Accession 

No 

Adet Eşleşme 

(%) 

Botrytis cinerea Hepsi KX766413.1 

KX387891.1 

KP234034.1 

KP151607.1 

154 100 

Alternaria 

alternata 

Hepsi KP131535.1 

KX463014.1 

KP131533.1 

14 100 

Aspergillus niger Atça, 

Silifke, 

Sultanhisar, 

Yenipazar 

AF108474.1 5 100 

Trichoderma 

atroviride 

Yenipazar, 

Atça 

AF456920.1 

KX538952.1 

2 100 

Fusarium 

proliferatum 

Yenipazar, 

Atça, 

Sultanhisar 

GU074010.1 

GQ856689.1 

EU151490.1 

8 100 

Syncephalastrum 

monosporum 

Yenipazar, 

Atça 

JQ954866.1 2 100 

Pestalotiopsis 

clavispora 

Anamur JF327826.1 3 100 

Mucor 

circinelloides 

Anamur, 

Silifke 

KJ584557.1 13 98-100 

Mucor 

recemosus 

Anamur JN205991.1 4 100 

Mucor fragilis Anamur, 

Silifke 

JF327830.1 5 100 

Geotrichum 

candidum 

Silifke KJ579937 3 100 

Fusarium 

equiseti 

Silifke KT366737.1 2 100 

Fusarium 

clamydosporum 

Silifke HQ671187.1 5 100 

Metarhizium 

anisopliae 

Silifke JN644249.1 3 100 

Fusarium 

oxysporum 

Anamur GQ121286.1 3 100 
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ITS dizi verileri kullanılarak MEGA 7.0 programıyla hizalama, model testi 

(Çizelge 4.2), uzaklık matriksi (Çizelge 4.3) ve filogenetik ağaç (Şekil 4.6) 

çıkarılmıştır.  

ITS dizilerinin hizalanması MEGA programı içinde bulunan ClustalW kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir.  

Çizelge 4. 2. Test edilen modeller ve skorları. (BIC: Bayesian Information 

Criterion, AICc: Akaike Information Criterion, corrected, lnL: Maximum 

Likelihood Value, G: Gamma Dağılımı, I: Evrimsel değişmez, GTR: General 

Time Reversable, HKY: Hasegawa-Kishina-Yano, TN93: Tamura-Nei, T92: 

Tamura3, K2:Kimura2, JC: Jukes-Cantor) 

Model Test Skorları 

Model Parametre BIC AICc lnL 

T92+G 32 6019.347 5822.486 -2878.941 

T92+G+I 33 6027.518 5824.524 -2878.942 

K2+G 31 6027.743 5837.016 -2887.225 

K2+G+I 32 6035.914 5839.053 -2857.225 

HKY+G 34 6036.864 5827.739 -2897.529 

TN93+G 35 6040.949 5825.693 -2877.486 

HKY+G+I 35 6045.035 5829.779 -2879.529 

T92 31 6046.294 5855.567 -2896.500 

T92+I 32 6048.413 5851.552 -2893.475 

TN93+G+I 36 6049.120 5827.735 -2877.487 

K2 30 6056.337 5871.745 -2905.607 

JC+G 30 6058.729 5874.137 -2906.803 

GTR+G 38 6063.490 5829.849 -2876.501 

HKY 33 6063.884 5860.890 -2897.125 

HKY+I 34 6066.045 5856.919 -2894.120 

JC+G+I 31 6066.900 5876.173 -2906.803 

TN93 34 6067.076 5857.950 -2894.635 

TN93+I 35 6069.642 5854.386 -2891.833 

GTR+G+I 39 6071.661 5831.894 -2876.501 

JC 29 6086.025 5907.569 -2924.536 

GTR 37 6089.386 5861.872 -2893.534 

JC+I 30 6089.948 5905.357 -2922.413 

GTR+I 38 6091.895 5858.254 -2890.703 

K2+I 31 6122.340 5931.613 -2934.524 
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En düşük BIC skoruna sahip model en iyi ikame düzenini tanımlamaktadır. Ağaç 

oluştururken en düşük BIC skoruna sahip model seçilir. Her bir model için AICc 

ve lnL değerleride verilmiştir (Nei ve Kumar, 2000). Evrimsel oranların birliğinin 

olmaması 5 oranlı kategorilerle Gamma dağılımı kullanılarak modellenmiş ve 

bölgelerin belirli kısımlarının evrimsel değişmez olduğu kabul edilmiştir. Çizelge 

4.2’de görüldüğü üzere en düşük BIC skorunu gamma dağılımlı Tamura 3 

(T92+G) modeli vermiştir. Uzaklık matriksi ve Maximum Likelihood ağacı bu 

model kullanılarak oluşturulmuştur.  
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Çizelge 4. 3. Model testi ile belirlenen modele göre oluşturulan uzaklık matriksi 
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Analizler Tamura 3 parametresine göre gamma dağılımlı gerçekleştirilmiştir. 

Diziler arasından bölge başına baz ikame sayıları alt kısımda, Standart sapma 

hesaplamaları ise üst kısımda gösterilmiştir.  

 

 

Şekil 4.4. Maximum likelihood yöntemiyle elde edilen filogentik ağaç. İlişkili 

taksonların bir araya getirildiği ağaçların yüzdesi bootstrap (1000 tekrar) testi ile 

belirlenmiş ve dalların yanında verilmiştir.  

Evrimsel tarih Tamura 3 parametresi modelini temel alınarak Maximum likelihood 

yöntemi kullanılarak yorumlanmıştır. Bölgeler arası evrimsel oran farklılıklarını 

modellemek için gamma dağılımı (5 katagori, +G parametresi: 3.1712) 

kullanılmıştır.  
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4.3.2. Transpozon Belirlenmesi 

Boty ve Flipper transpozonlarının belirlenmesinde PCR yöntemi kullanılmıştır. 

Boty transpozonu için BotyF4 (5’- CAG CTG CAG TAT ACT GGG GGA-3’) ve 

BotyR4 (5’- GGT GCT CAA AGT GTT ACG GGA G-3’) primer çifti, flipper 

transpozonu için F300 (5’-GCA CAA AAC CTA CAG AAG A-3’) ve F1550 (5’- 

ATT CGT TTC TTG GAC TGT A-3’) primer çifti kullanılmıştır.  

Boty primer çiftinin optimizasyonu için bağlanma sıcaklığı 60, 61, 62, 63, 64 ve 

65°C’de, MgCl2 1,2, 1,5 ve 1,8 µL, DNA konsantrasyonu 50, 75 ve 100 ng/µL 

olarak denenmiştir (Çizelge 4.4, Çizelge 4.5).   

Çizelge 4. 4 Boty primer optimizasyonu bağlanma sıcaklığı aralıkları 

 Sıcaklık (°C) Süre Döngü Sayısı 

Ön 

denatürasyon 

94 3 dk 1 

Denatürasyon  94 30 sn 35 

Bağlanma 60-65 30 sn 

Uzama 72 30 sn 

Son Uzama 72 3dk 1 

  Çizelge 4. 5 Boty primer optimizasyonu bileşen miktarları 

PCR bileşenleri ve miktarları 

Bileşen Miktar 

sdH2O 15,5 µL 

10X Taq 

Tampon(GenMar

k) 

2,5 µL (1X) 

25 mM MgCl2 1.2,1.5,1.8 µL  

0.5 M dNTP Mix 5 µL 

2.5 mM F Primer 0,3 µL 

2.5 mM R Primer 0,3 µL 

Kalıp DNA 50, 75, 100 ng 

Taq Polimeraz 0,1 µL (1U) 

Yapılan denemelerin sonucunda Çizelge 3.11 ve Çizelge 3.14’teki değerlere 

ulaşılmıştır. Belirlenen şartlarda PCR kurulmuştur.  
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 Şekil 4.5. Boty transpozonu PCR sonuçlarının agaroz jelde görüntülenmesi 

(M:100 bp DNA ladder (GenMark), 9xx: Aydın örnekleri, 33xx: Mersin örnekleri) 

PCR sonucunda boty primerlerinden beklenildiği gibi yaklaşık 600 bç 

uzunluğunda ürünler elde edilmiştir. 

Flipper primer çiftinin optimizasyonu için bağlanma sıcaklığı 57, 58, 59, 60, 61 ve 

62 °C’de, MgCl2 1,5 ve 1,8 µL, DNA konsantrasyonu 50, 75 ve 100 ng/µL olarak 

denenmiştir (Çizelge 4.6, Çizelge 4.7). 

Çizelge 4. 6 Flipper primer optimizasyonu bağlanma sıcaklığı aralıkları 

 Sıcaklık (°C) Süre Döngü Sayısı 

Ön 

denatürasyon 

94 3 dk 1 

Denatürasyon  94 30 sn 35 

Bağlanma 57-62 30 sn 

Uzama 72 30 sn 

Son Uzama 72 3dk 1 
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Şekil 4.6 Boty transpozonu GenBank eşleşmesi 
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Çizelge 4. 7 Flipper primer optimizasyonu bileşen miktarları 

PCR bileşenleri ve miktarları 

Bileşen Miktar 

sdH2O 15,5 µL 

10X Taq 

Tampon(GenMar

k) 

2,5 µL (1X) 

25 mM MgCl2 1.5,1.8 µL  

0.5 M dNTP Mix 5 µL 

2.5 mM F Primer 0,3 µL 

2.5 mM R Primer 0,3 µL 

Kalıp DNA 50, 75, 100 ng 

Taq Polimeraz 0,1 µL (1U) 

Yapılan denemelerin sonucunda Çizelge 3.12 ve Çizelge 3.15’teki değerlere 

ulaşılmıştır. Belirlenen şartlarda PCR kurulmuştur.  

 

Şekil 4.7 Flipper transpozonu PCR sonuçlarının agaroz jelde görüntülenmesi 

(M:100 bp DNA ladder (GenMark), 9xx: Aydın örnekleri, 33xx: Mersin örnekleri) 

PCR sonucunda flipper primerlerinden beklenildiği gibi yaklaşık 1200 bç 

uzunluğunda ürünler elde edilmiştir. 

Yapılan değerlendirmeler sonucunda Aydın ilinden elde edilen toplam 87 örneğin 

17’i transposa, 42’i boty, 8 tanesi flipper ve 20 tanesi vacuma grubu olarak 

bulunmuştur. Mersin ilinde elde edilen toplam 67 örnekten 14 tanesi transposa, 29 

tanesi boty, 8 tanesi flipper ve 16 tanesi vacuma grubu olarak belirlenmiştir 

(Çizelge 4.8). 
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Şekil 4.8 Flipper transpozonu GenBank eşleşmesi 
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Çizelge 4. 8. B. cinerea transpozon grupları ve konumları. (9A: Atça, 9S: 

Sultanhisar, 9Y: Yenipazar, 33A: Anamur, 33S: Silifke) 

Transpozon Grupları ve Konumları 

Örnek 

Adı 

Grup Konum İl 

9A1 Vacuma Atça Aydın 

9A2 Vacuma Atça Aydın 

9A3 Boty Atça Aydın 

9A4 Transposa Atça Aydın 

9A5 Transposa Atça Aydın 

9A6 Transposa  Atça Aydın 

9A7 Boty  Atça Aydın 

9A8 Boty  Atça Aydın 

9A9 Transposa Atça Aydın 

9A10 Boty Atça Aydın 

9A11 Transposa Atça Aydın 

9A12 Boty Atça Aydın 

9A13 Boty Atça Aydın 

9A14 Boty Atça Aydın 

9A15 Boty Atça Aydın 

9A16 Boty Atça Aydın 

9A17 Boty Atça Aydın 

9A18 Boty Atça Aydın 

9A19 Boty Atça Aydın 

9A20 Boty Atça Aydın 

9A21 Boty Atça Aydın 

9A22 Boty Atça Aydın 

9A23 Vacuma Atça Aydın 

9A24 Boty Atça Aydın 

9A25 Vacuma Atça Aydın 

9A26 Boty Atça Aydın 

9A27 Vacuma Atça Aydın 

9A28 Boty Atça Aydın 

9A29 Boty Atça Aydın 

9A30 Boty Atça Aydın 

9A31 Boty Atça Aydın 

9A32 Boty Atça Aydın 

9A33 Boty Atça Aydın 

9A34 Boty Atça Aydın 

9A35 Boty Atça Aydın 

9A36 Boty Atça Aydın 
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9A37 Boty Atça Aydın 

9A38 Boty Atça Aydın 

9S1 Vacuma Sultanhisar Aydın 

9S2 Flipper Sultanhisar Aydın 

9S3 Vacuma Sultanhisar Aydın 

9S4 Transposa Sultanhisar Aydın 

9S5 Transposa Sultanhisar Aydın 

9S6 Transposa Sultanhisar Aydın 

9S7 Vacuma Sultanhisar Aydın 

9S8 Transposa Sultanhisar Aydın 

9S9 Flipper Sultanhisar Aydın 

9S10 Transposa Sultanhisar Aydın 

9S11 Transposa Sultanhisar Aydın 

9S12 Transposa Sultanhisar Aydın 

9S13 Transposa Sultanhisar Aydın 

9S14 Boty Sultanhisar Aydın 

9S15 Boty Sultanhisar Aydın 

9S16 Boty Sultanhisar Aydın 

9S17 Boty Sultanhisar Aydın 

9S18 Vacuma Sultanhisar Aydın 

9S19 Boty Sultanhisar Aydın 

9S20 Flipper Sultanhisar Aydın 

9S21 Boty Sultanhisar Aydın 

9S22 Vacuma Sultanhisar Aydın 

9S23 Vacuma Sultanhisar Aydın 

9Y1 Boty Yenipazar Aydın 

9Y2 Vacuma Yenipazar Aydın 

9Y3 Boty Yenipazar Aydın 

9Y4 Vacuma Yenipazar Aydın 

9Y5 Boty Yenipazar Aydın 

9Y6 Boty Yenipazar Aydın 

9Y7 Boty Yenipazar Aydın 

9Y8 Vacuma Yenipazar Aydın 

9Y9 Transposa Yenipazar Aydın 

9Y10 Boty Yenipazar Aydın 

9Y11 Boty Yenipazar Aydın 

9Y12 Flipper Yenipazar Aydın 

9Y13 Flipper Yenipazar Aydın 

9Y14 Vacuma Yenipazar Aydın 

9Y15 Transposa Yenipazar Aydın 

9Y16 Vacuma Yenipazar Aydın 

9Y17 Flipper Yenipazar Aydın 
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9Y18 Flipper Yenipazar Aydın 

9Y19 Transposa Yenipazar Aydın 

9Y20 Vacuma Yenipazar Aydın 

9Y21 Vacuma Yenipazar Aydın 

9Y22 Vacuma Yenipazar Aydın 

9Y23 Flipper Yenipazar Aydın 

9Y24 Boty Yenipazar Aydın 

9Y25 Vacuma Yenipazar Aydın 

9Y26 Transposa Yenipazar Aydın 

33A1 Transposa Anamur Mersin 

33A2 Boty Anamur Mersin 

33A3 Boty Anamur Mersin 

33A4 Flipper Anamur Mersin 

33A5 Boty Anamur Mersin 

33A6 Boty Anamur Mersin 

33A7 Flipper Anamur Mersin 

33A8 Transposa Anamur Mersin 

33A9 Flipper Anamur Mersin 

33A10 Transposa Anamur Mersin 

33A11 Transposa Anamur Mersin 

33A12 Flipper Anamur Mersin 

33A13 Transposa Anamur Mersin 

33A14 Vacuma Anamur Mersin 

33A15 Boty Anamur Mersin 

33A16 Boty Anamur Mersin 

33A17 Vacuma Anamur Mersin 

33A18 Vacuma Anamur Mersin 

33A19 Boty Anamur Mersin 

33A20 Transposa Anamur Mersin 

33A21 Boty Anamur Mersin 

33A22 Boty Anamur Mersin 

33A23 Boty Anamur Mersin 

33A24 Transposa Anamur Mersin 

33A25 Vacuma Anamur Mersin 

33A26 Vacuma Anamur Mersin 

33A27 Transposa Anamur Mersin 

33A28 Boty Anamur Mersin 

33A29 Boty Anamur Mersin 

33A30 Boty Anamur Mersin 

33A31 Vacuma Anamur Mersin 

33A32 Vacuma Anamur Mersin 

33A33 Boty Anamur Mersin 
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33A34 Vacuma Anamur Mersin 

33A35 Boty Anamur Mersin 

33A36 Boty Anamur Mersin 

33A37 Vacuma Anamur Mersin 

33S1 Boty Silifke Mersin 

33S2 Boty Silifke Mersin 

33S3 Flipper Silifke Mersin 

33S4 Vacuma Silifke Mersin 

33S5 Transposa Silifke Mersin 

33S6 Transposa Silifke Mersin 

33S7 Boty Silifke Mersin 

33S8 Vacuma Silifke Mersin 

33S9 Boty Silifke Mersin 

33S10 Flipper Silifke Mersin 

33S11 Boty Silifke Mersin 

33S12 Boty Silifke Mersin 

33S13 Transposa Silifke Mersin 

33S14 Vacuma Silifke Mersin 

33S15 Vacuma Silifke Mersin 

33S16 Flipper Silifke Mersin 

33S17 Boty Silifke Mersin 

33S18 Boty Silifke Mersin 

33S19 Vacuma Silifke Mersin 

33S20 Transposa Silifke Mersin 

33S21 Boty Silifke Mersin 

33S22 Boty Silifke Mersin 

33S23 Boty Silifke Mersin 

33S24 Vacuma Silifke Mersin 

33S25 Boty Silifke Mersin 

33S26 Flipper Silifke Mersin 

33S27 Transposa Silifke Mersin 

33S28 Transposa Silifke Mersin 

33S29 Boty Silifke Mersin 

33S30 Vacuma Silifke Mersin 

İki il ve 5 lokasyondan toplam 154 örnek toplanmıştır. Bu 154 örneğin frekans ve 

yüzde dağılımları Çizelge 4.9 ve Şekil 4.9’da verilmiştir. 
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Çizelge 4.9. Örneklerin gruplara göre frekans ve yüzde dağılımları (1: transposa, 

2: boty, 3: flipper, 4: vacuma). İstatiksel analizler IBM SPSS v22 programıyla 

gerçekleştirilmiştir. 

 Gruplara göre frekans ve yüzde dağılımı 

 Grup Frekans Yüzde Geçerli 

Yüzde 

Kümülatif 

Yüzde 

Geçerli 1 31 20,1 20,1 20,1 

 2 71 46,1 46,1 66,2 

 3 16 10,4 10,4 76,0 

 4 36 23,4 23,4 100,0 

 Total 154 100 100  

 

Şekil 4.9 Örneklerin gruplara göre frekans dağılımları (1: transposa, 2: boty, 3: 

flipper, 4: vacuma). İstatiksel analizler IBM SPSS v22 programıyla 

gerçekleştirilmiştir. 

Çizelge 4.9 ve Şekil 4.9’da görüldüğü üzere boty grubu örneklerin genelinde en 

yüksek frekansta görülürken flipper grubu en düşük frekansta görülmüştür. 
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Konuma göre gerçekleştirilen istatiksel analizler Çizelge 4.10 ve Şekil 4.10, 4.11, 

4.12, 4.13 ve 4.14’da verilmiştir.  

Çizelge 4.10. Örneklerin konumlara göre frekans ve yüzde dağılımları (1: 

transposa, 2: boty, 3: flipper, 4: vacuma). İstatiksel analizler IBM SPSS v22 

programıyla gerçekleştirilmiştir. 

 Konumlara göre frekans ve yüzde dağılımı 

Konum Grup Frekans Yüzde Geçerli 

Yüzde 

Kümülatif 

Yüzde 

Anamur 1 8 21,6 21,6 21,6 

 2 16 43,2 43,2 64,9 

 3 4 10,8 10,8 75,7 

 4 9 24,3 24,3 100,0 

 Total 37 100,0 100,0  

Atça 1 5 13,2 13,2 13,2 

 2 28 73,7 73,7 86,8 

 3 0 0 0 86,8 

 4 5 13,2 13,2 100,0 

 Total 38 100,0 100,0  

Silifke 1 6 20,0 20,0 20,0 

 2 13 43,3 43,3 63,3 

 3 4 13,3 13,3 76,7 

 4 7 23,3 23,3 100,0 

 Total 30 100,0 100,0  

Sultanhisar 1 8 34,8 34,8 34,8 

 2 6 26,1 26,1 60,9 

 3 3 13,0 13,0 73,9 

 4 6 26,1 26,1 100,0 

 Total 23 100,0 100,0  

Yenipazar 1 4 15,4 15,4 15,4 

 2 8 30,8 30,8 46,2 

 3 5 19,2 19,2 63,4 

 4 9 34,6 34,6 100,0 

 Total 26 100,0 100,0  
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Şekil 4.10 Anamur örneklerinin gruplara göre frekans dağılımları (1: transposa, 2: 

boty, 3: flipper, 4: vacuma). İstatiksel analizler IBM SPSS v22 programıyla 

gerçekleştirilmiştir. 

Anamur ilçesinden toplanan örneklerde boty en yüksek frekansa sahip grup 

olurken, boty grubunu, yüksek frekanstan düşük frekansa doğru, sırasıyla vacuma, 

transposa ve flipper grubu izlemiştir. 
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Şekil 4.11 Atça örneklerinin gruplara göre frekans dağılımları (1: transposa, 2: 

boty, 3: flipper, 4: vacuma). İstatiksel analizler IBM SPSS v22 programıyla 

gerçekleştirilmiştir. 

Atça ilçesinde toplanan örneklerde boty grubu en yüksek frekansta çıkarken 

flipper grubuna rastlanmamıştır. Transposa ve vacuma grubu ise aynı frekansta 

görülmüştür. 
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Şekil 4.12 Silifke örneklerinin gruplara göre frekans dağılımları (1: transposa, 2: 

boty, 3: flipper, 4: vacuma). İstatiksel analizler IBM SPSS v22 programıyla 

gerçekleştirilmiştir. 

Silifke ilçesinde boty en yüksek frekansa sahip grup olurken flipper en düşük 

frekansa sahip grup olmuştur. İkinci sırada vacuma grubu bulunurken üçüncü 

sırayı transposa grubu almıştır. 
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Şekil 4.13 Sultanhisar örneklerinin gruplara göre frekans dağılımları (1: transposa, 

2: boty, 3: flipper, 4: vacuma). İstatiksel analizler IBM SPSS v22 programıyla 

gerçekleştirilmiştir. 

Sultanhisar ilçesinde transposa grubu en yüksek frekansta çıkarken boty ikinci 

sırayı almış, vacuma üçüncü sırada gelmiş ve flipper ise son sırada yer almıştır. 
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Şekil 4.14 Yenipazar örneklerinin gruplara göre frekans dağılımları (1: transposa, 

2: boty, 3: flipper, 4: vacuma). İstatiksel analizler IBM SPSS v22 programıyla 

gerçekleştirilmiştir. 

Yenipazar ilçesinde vacuma grubu en yüksek frekansa sahipken, boty grubu ikinci 

sırada, flipper grubu üçüncü sırada ve transposa grubu son sırada yer almıştır. 
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İllere göre gerçekleştirilen istatiksel analizler Çizelge 4.11 ve Şekil 4.15 ve 

4.16’de gösterilmiştir.  

Çizelge 4.11. Örneklerin illere göre frekans ve yüzde dağılımları (1: transposa, 2: 

boty, 3: flipper, 4: vacuma). İstatiksel analizler IBM SPSS v22 programıyla 

gerçekleştirilmiştir. 

 Konumlara göre frekans ve yüzde dağılımı 

İl Grup Frekans Yüzde Geçerli 

Yüzde 

Kümülatif 

Yüzde 

Aydın 1 17 19,5 19,5 19,5 

 2 42 48,3 48,3 67,8 

 3 8 9,2 9,2 77,0 

 4 20 23,0 23,0 100,0 

 Total 87 100,0 100,0  

Mersin 1 14 20,9 20,9 20,9 

 2 29 43,3 43,3 64,2 

 3 8 11,9 11,9 76,1 

 4 16 23,9 23,9 100,0 

 Total 67 100,0 100,0  
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Şekil 4.15 Aydın ili örneklerinin gruplara göre frekans dağılımları (1: transposa, 

2: boty, 3: flipper, 4: vacuma). İstatiksel analizler IBM SPSS v22 programıyla 

gerçekleştirilmiştir. 

Aydın ilinden toplanan örneklerde boty grubu en yüksek frekansta bulunurken 

flipper en düşük frekansta bulunmuştur. İkinci en yüksek frekansa sahip grup 

vacuma, üçüncü ise transposa grubudur. 
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Şekil 4.16 Mersin ili örneklerinin gruplara göre frekans dağılımları (1: transposa, 

2: boty, 3: flipper, 4: vacuma). İstatiksel analizler IBM SPSS v22 programıyla 

gerçekleştirilmiştir. 

Mersin ilinden toplanan örneklerde Aydın örneklerinde olduğu gibi boty grubu en 

yüksek frekansta bulunurken flipper en düşük frekansta bulunmuştur. İkinci en 

yüksek frekansa sahip grup vacuma, üçüncü ise transposa grubudur. 
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Çizelge 4.12 ve 4.13’de verilen crosstab ve ki-kare tablosunda konum ve gruplar 

arasındaki ilişkiyi, her bir konumda her bir gruptan kaçar adet bireyin olduğu ve 

grupların yüzdeleri verilmiştir.  

Çizelge 4.12. Örneklerin konum-grup crosstab tablosu (1: transposa, 2: boty, 3: 

flipper, 4: vacuma). İstatiksel analizler IBM SPSS v22 programıyla 

gerçekleştirilmiştir. 

 Grup*Konum Crosstabulation  

Grup Anamur Atça Silifke Sultanhisar Yenipazar Total 

1 8 5 6 8 4 31 

2 32 56 26 12 16 142 

3 12 0 12 9 15 48 

4 36 20 28 24 36 144 

Total 88 81 72 53 71 365 

Çizelge 4.13. Örneklerin konum-grup arası Ki-Kare testi. İstatiksel analizler IBM 

SPSS v22 programıyla gerçekleştirilmiştir. 

Ki-kare Testi 

Grup Değer df Önem 

değ (2 

taraflı) 

Pearson Ki-

Kare 

54,400
a
 12 ,000 

Benzerlik oranı 62,447 12 ,000 

Geçerli sayı 365   

Konum ve transpozon grubu arasındaki ilişkiyi belirlemek için yapılan ki-kare 

testi sonucunda hesaplanan değer beklenen değerden yüksek çıkmıştır. Aynı 

zamanda istatiksel önem değerinin 0,5’ten küçük çıkması da konum ve transpozon 

grubu arasında anlamlı bir ilişki olduğunu göstermektedir. 
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4.4. Fungusit Dirençlilik Testleri 

4.4.1. Spor Aşaması Dirençlilik Testleri 

Farklı fungusit konsantrasyonlarında hazırlanan (3 µg/mL, 1 µg/mL, 0,3 µg/mL, 

0,1 µg/mL) sıvı besi ortamlarına her bir transpozon grubundan ekimler yapılmış ve 

48 saat 20 °C’de inkübasyona bırakılmıştır. Süre sonunda örneklerin 

spektrofotometrik ölçümü 492 nm dalga boyunda gerçekleştirilmiştir. Örneklerin 

absorbans değerleri Çizelge 4.14, 4.15 ve 4.16’da verilmiştir.  

Çizelge 4. 14 Fenhexamid’e ait 492 nm absorbans değerleri (Kons: 

Konsantrasyon, K: Negatif kontrol) 

 Fenhexamid  

Kons. 0.saat Transposa Boty Flipper Vacuma K 

3 µg/mL 0,0254 0,8816 1,0774 0,8161 0,8290 1,1157 

1 µg/mL 0,0537 0,6142 0,6223 0,6204 0,6105 1,1367 

0.3 µg/mL 0,0388 0,2516 0,2163 0,2717 0,2894 1,1146 

0.1 µg/mL 0,0513 0,1975 0,1802 0,1798 0,1667 1,1120 

Çizelge 4. 15. Carbendazim’e ait 492 nm absorbans değerleri (Kons: 

Konsantrasyon, K: Negatif kontrol) 

 Carbendazim  

Kons. 0.saat Transposa Boty Flipper Vacuma K 

3 µg/mL 0,0146 0,7018 0,7479 0,7174 0,2001 1,1157 

1 µg/mL 0,0524 0,2187 0,2868 0,5424 0,1453 1,1367 

0.3 µg/mL 0,0336 0,1861 0,1603 0,2368 0,1221 1,1146 

0.1 µg/mL 0,0527 0,1777 0,1631 0,1927 0,0667 1,1120 

Çizelge 4. 16. Cyprodinil’e ait 492 nm absorbans değerleri (Kons: Konsantrasyon, 

K: Negatif kontrol) 

 Cyprodinil  

Kons. 0.saat Transposa Boty Flipper Vacuma K 

3 µg/mL 0,0123 0,1336 0,1074 0,1121 0,1513 1,1157 

1 µg/mL 0,0569 0,1388 0,1123 0,1537 0,1627 1,1367 

0.3 µg/mL 0,0428 0,1428 0,1146 0,1624 0,1734 1,1146 

0.1 µg/mL 0,0510 0,1830 0,1254 0,1869 0,1810 1,1120 
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Fungusitlerin büyüme inhibisyon yüzdeleri (Growth Inhibition Percentence, GIP) 

aşağıdaki formülle hesaplanmış ve Çizelge 4.17, 4.18 ve 4.19 ile Şekil 4.17, 4.18 

ve 4.19’de verilmiştir.  

[(         )  (         )] 
   

(         )
 

Formülde ACt2: Kontrol grubu 72. saat absorbans değeri, ACt0: Kontrol grubu 0. 

saat absorbans değeri, AFt2 Fungusit grubu 72. saat absorbans değeri, AFt0: 

Fungusit grubu 0. Saat absorbans değerini ifade etmektedir.  

Çizelge 4. 17 Fenhexamid’e ait büyüme inhibisyon yüzdesi (GIP) değerleri 

Fenhexamid GIP değerleri 

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma 

3 µg/mL 85,745 86,034 88,857 89,582 

1 µg/mL 80,866 82,777 80,737 78,505 

0,3 µg/mL 48,316 46,148 48,316 49,517 

0,1 µg/mL 24,297 25,088 24,297 29,791 

Çizelge 4. 18 Carbendazim’e ait büyüme inhibisyon yüzdesi (GIP) değerleri  

Carbendazim GIP değerleri 

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma 

3 µg/mL 87,056 86,602 87,603 98,736 

1 µg/mL 86,302 86,655 83,706 93,735 

0,3 µg/mL 83,374 75,532 56,702 91,640 

0,1 µg/mL 39,980 51,886 41,239 86,693 

Çizelge 4. 19 Cyprodinil’e ait büyüme inhibisyon yüzdesi (GIP) değerleri  

Cyprodinil GIP değerleri 

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma 

3 µg/mL 91,844 91,420 91,544 90,945 

1 µg/mL 91,377 90,978 91,377 89,916 

0,3 µg/mL 91,018 90,770 91,018 88,950 

0,1 µg/mL 87,513 89,796 87,407 88,264 
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Şekil 4.17 Fenhexamid’e ait GIP değerlerinin box-whiskered grafiği 

Spor aşaması denemelerinde fenhexamid’e ait grafikte fenhexamid’in, denenen üç 

fungusit içinde, fungus sporları üstünde en düşük etkiye sahip olduğu 

görülmektedir (yüzde inhibisyon oranlarına göre). Bununla birlikte fenhexamid 

flipper grubu üzerinde en yüksek etkiyi gösterirken en düşük etkiyi boty grubu 

üzerinde göstermiştir.  
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Şekil 4.18 Carbendazim’e ait GIP değerlerinin box-whiskered grafiği 

Spor aşaması denemelerinde carbendazim’e ait grafikte carbendazim’in, denenen 

üç fungusit içinde, fungus sporları üstünde orta derecede etkiye sahip olduğu 

görülmektedir (yüzde inhibisyon oranlarına göre). Bununla birlikte carbendazim 

vacuma grubu üzerinde en yüksek etkiyi gösterirken en düşük etkiyi flipper grubu 

üzerinde göstermiştir. 
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Şekil 4.19 Cyprodinil’e ait GIP değerlerinin box-whiskered grafiği 

Spor aşaması denemelerinde cyprodinil’e ait grafikte cyprodinil’in, denenen üç 

fungusit içinde, fungus sporları üstünde en yüksek etkiye sahip olduğu 

görülmektedir (yüzde inhibisyon oranlarına göre). Bununla birlikte cyprodinil boty 

grubu üzerinde en yüksek etkiyi gösterirken en düşük etkiyi flipper grubu üzerinde 

göstermiştir. 
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4.4.2. Misel Aşaması Dirençlilik Testleri 

Çizelge 3.13’teki konsantrasyonlarda fungusit içeren PDA besi ortamları 

hazırlanmış ve her bir transpozon grubundan hazırlanan besi ortamlarına ekim 

yapılmış ve 20 °C’de 72 saat inkübasyona bırakılmıştır. Süre sonunda petriler 

üzerinde oluşan kolonilerin çapı ölçülmüştür.  

Elde edilen zon çapları ve inhibisyon yüzdeleri kullanılan fungusite göre sırasıyla 

fenhexamid, carbendazim ve cyprodinil olmak üzere Çizelge 4.20, 4.21, 4.22, 

4.23, 4.24 ve 4.25’de Şekil 4.20, 4.21, 4.22, 4.23, 4.24, 4.25, 4.26, 4.27, 4.28, 

4.29, 4.30, 4.31 ve 4.32’te verilmiştir. 

Çizelge 4. 20 Fenhexamid’e ait koloni çapları (Değerler milimetre cinsindendir)  

Fenhexamid koloni çapları 

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma 

5000 mg/L 0 0 0 0 

500 mg/L 0 0 0 0 

50 mg/L 0 0 0 0 

25 mg/L 0 0 0 0 

12,5 mg/L 0 0 0 0 

10 mg/L 0 0 0 0 

5 mg/L 35 55 40 45 

2 mg/L 36 56 44 50 

0 mg/L 40 70 55 53 

Çizelge 4.21 Fenhexamid’e ait yüzde inhibisyon oranları  

Fenhexamid koloni çapları 

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma 

5000 mg/L 100 100 100 100 

500 mg/L 100 100 100 100 

50 mg/L 100 100 100 100 

25 mg/L 100 100 100 100 

12,5 mg/L 100 100 100 100 

10 mg/L 100 100 100 100 

5 mg/L 12.5 21.4 27 15 

2 mg/L 10 20 20 5.6 

0 mg/L 0 0 0 0 

 



74 

 

 

Şekil 4.20 Fenhexamid’e ait misel aşaması yüzde inhibisyon grafiği 

Misel aşaması denemelerinde fenhexamid’e ait inhibisyon değerlerine 

baktığımızda fenhexamid’in en düşük dozda etki göstererek en yüksek inhibisyon 

oranına sahip olduğu görülmektedir. En yüksek inhibisyon flipper grubunda 

gözlenirken, en düşük inhibisyon transposa grubunda gözlenmiştir. 
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Şekil 4.21 Fenhexamid’e ait 5 mg/L konsantrasyonda boty grubuna ait üreme 

 

Şekil 4.22 Fenhexamid’e ait 5 mg/L konsantrasyonda vacuma grubuna ait üreme 
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Şekil 4.23 Fenhexamid’e ait 5 mg/L konsantrasyonda flipper grubuna ait üreme 

 

Şekil 4.24 Fenhexamid’e ait 5 mg/L konsantrasyonda transposa grubuna ait üreme 
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Çizelge 4. 22 Carbendazim’e ait koloni çapları (Değerler milimetre cinsindendir)  

Carbendazim koloni çapları 

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma 

1250 mg/L 0 0 0 0 

1000 mg/L 15 23 0 19 

750 mg/L 17 24 0 21 

75 mg/L 19 45 0 32 

50 mg/L 20 47 12 36 

7,5 mg/L 21 50 15 43 

5 mg/L 27 53 17 55 

2.5 mg/L 30 54 21 56 

0 mg/L 40 62 43 65 

Çizelge 4. 23 Carbendazim’e yüzde inhibisyon oranları 

Carbendazim koloni çapları 

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma 

1250 mg/L 100 100 100 100 

1000 mg/L 62.5 62 100 70.7 

750 mg/L 57.5 60 100 67.7 

75 mg/L 52.5 27.4 100 51.8 

50 mg/L 50 24 72 44.6 

7,5 mg/L 47.5 20 65 33.8 

5 mg/L 32.5 14.5 60 15 

2,5 mg/L 25 12.9 51 13 

0 mg/L 0 0 0 0 
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Şekil 4.25 Carbendazim’e ait misel aşaması yüzde inhibisyon grafiği 

Misel aşaması denemelerinde carbendazim’e ait inhibisyon değerlerine 

baktığımızda carbendazim’in en yüksek dozda etki göstererek en düşük inhibisyon 

oranına sahip olduğu görülmektedir. En yüksek inhibisyon transposa grubunda 

gözlenirken, en düşük inhibisyon vacuma grubunda gözlenmiştir. 



79 

 

 

Şekil 4.26 Carbendazim’e ait 5 mg/L konsantrasyonda vacuma grubuna ait üreme 

 

Şekil 4.27 Carbendazim’e ait 5 mg/L konsantrasyonda boty grubuna ait üreme 
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Şekil 4.28 Carbendazim’e ait 5 mg/L konsantrasyonda transposa grubuna ait 

üreme 

 

Şekil 4.29 Carbendazim’e ait 5 mg/L konsantrasyonda flipper grubuna ait üreme 
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Çizelge 4. 24 Cyprodinil’e ait koloni çapları (Değerler milimetre cinsindendir) 

Cyprodinil koloni çapları 

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma 

400 mg/L 0 0 0 0 

200 mg/L 0 0 0 0 

100 mg/L 0 0 0 0 

50 mg/L 0 0 0 0 

25 mg/L 0 0 0 0 

20 mg/L 27 55 33 50 

10 mg/L 32 58 38 55 

0 mg/L 45 66 43 61 

Çizelge 4. 25 Cyprodinil’e yüzde inhibisyon değerleri 

Cyprodinil koloni çapları 

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma 

400 mg/L 100 100 100 100 

200 mg/L 100 100 100 100 

100 mg/L 100 100 100 100 

50 mg/L 100 100 100 100 

25 mg/L 100 100 100 100 

20 mg/L 40 17 23 19 

10 mg/L 29 13 12 10 

0 mg/L 0 0 0 0 
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Şekil 4.30 Cyprodinil’e ait misel aşaması yüzde inhibisyon grafiği 

Misel aşaması denemelerinde cyprodinil’e ait inhibisyon değerlerine baktığımızda 

cyprodinil’in denenen üç fungisit içinde orta derecede inhibisyon oranına sahip 

olduğu görülmektedir. En yüksek inhibisyon transposa grubunda gözlenirken, en 

düşük inhibisyon boty grubunda gözlenmiştir. 
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Şekil 4.31 Cyprodinil’e ait 20 mg/L konsantrasyonda boty grubuna ait üreme 

 

Şekil 4.32 Cyprodinil’e ait 20 mg/L konsantrasyonda flipper grubuna ait üreme 
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Daha sonra üreme gösteren petrilerden koloni kenarından bir delici yardımıyla 6 

mm çapında plaklar alınmış ve hazırlanan minimal ortamların (MM) merkezine 

fungus üreyen kısım altta kalacak şekilde yerleştirilmiştir (Şekil 4.33). 

 

 Şekil 4.33 Agar delici ile koloni kenarından plaka alınması (sağda) ve MM 

ortamına yerleştirilmesi (solda).  

Sonrasında besi ortamları 20 °C’de 72 saat inkübasyona bırakılmıştır. Süre 

sonunda petriler üzerinde oluşan kolonilerin çapı ölçülmüştür. Elde edilen değerler 

Çizelge 4.26, 4.27 ve 4.28’de ve Şekil 4.34, 4.35 ve 4.36’de verilmiştir. 
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Çizelge 4. 26 Fenhxamid’e ait MM koloni çapları (Değerler milimetre 

cinsindendir) 

Fenhexamid MM koloni çapları 

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma 

5 mg/L 50 90 58 90 

2 mg/L 55 90 60 70 

0 mg/L 67 90 70 90 

 Çizelge 4. 27 Carbendazim’e ait MM koloni çapları (Değerler milimetre 

cinsindendir) 

Carbendazim MM koloni çapları 

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma 

1000 mg/L 48 80 0 76 

750 mg/L 40 66 0 65 

75 mg/L 34 46 0 54 

50 mg/L 29 42 0 54 

7.5 mg/L 27 35 0 52 

5 mg/L 26 35 0 46 

2.5 mg/L 44 38 0 49 

0 mg/L 41 54 43 67 

 Çizelge 4. 28 Cyprodinil’e ait koloni çapları (Değerler milimetre cinsindendir)  

Cyprodinil MM koloni çapları 

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma 

20 mg/L 48 80 33 71 

10 mg/L 37 61 38 52 

0 mg/L 47 64 45 59 
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Şekil 4.34 MM üzerinde fenhexamidli besiyerinden aktarılan transposa grubu 

üremesi 

 

Şekil 4.35 MM üzerinde carbendazimli besiyerinden aktarılan vacuma grubu 

üremesi 



87 

 

 

Şekil 4.36 MM üzerinde cyprodinilli besiyerinden aktarılan boty grubu üremesi 

Hem spor hem de misel aşaması denemeleri tamamlandıktan sonra IC50 değerleri 

aşağıdaki formülle, http://www.ic50.tk/ internet adresindeki hesaplama motoru 

kullanılarak hesaplanmıştır. Çizelgeler aynı internet sitesinden elde edilmiştir 

(Çizelge 4.29,4.30 ve 4.31).  

    
(   )

(  (
 

 
)
 
)
   

Formülde y: IC50, c: konsantasyon, a: minimum değer, b: maksimum değer, d: Hill 

katsayısı, x: istenilen konsantrasyonu ifade etmektedir. 

Çizelge 4. 29 Fenhexamid için hesaplanan maksimum, minimum, IC50 ve Hill 

katsayısı değerleri  

Fenhexamid  IC50 değeri 

 Transposa Boty Flipper Vacuma 

Minimum 10 20 20 5,6 

Maximum 100 100 100 100 

IC50 5,35 5,39 5,21 5,23 

Hill 

katsayısı 
52,29 53,16 50,42 52,91 

http://www.ic50.tk/
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Çizelge 4. 30 Carbendazim için hesaplanan maksimum, minimum, IC50 ve Hill 

katsayısı değerleri  

Carbendazim  IC50 değeri 

 Transposa Boty Flipper Vacuma 

Minimum 25 12,9 51 13 

Maximum 100 100 100 100 

IC50 165,63 166,1 51,99 211,34 

Hill 

katsayısı 
0,072 1,47 18,94 0,088 

Çizelge 4. 31. Cyprodinil için hesaplanan maksimum, minimum, IC50 ve Hill 

katsayısı değerleri  

Cyprodinil  IC50 değeri 

 Transposa Boty Flipper Vacuma 

Minimum 29 13 12 10 

Maximum 100 100 100 100 

IC50 20,38 20,39 20,24 20,27 

Hill 

katsayısı 
153,20 156,88 161,1 162,52 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Çilek hem günlük beslenmede hem de sanayide kullanılan ve ithalatı yapıldığı için 

ticari açıdan da öneme sahip bir tarımsal üründür. Fakat çilek çok çabuk 

bozulabilen bir meyvedir. Funguslara bağlı ortaya çıkan küflenme çilekte en 

yaygın görülen bozulma sebebidir. Hasat öncesi, hasat zamanı ve hasat sonrası 

dönemlerde ürün kayıplarına yol açmaktadır. Bu patojenlerin hem türlerinin hem 

de bu türlerin populasyonlarının genetik yapısının doğru bir şekilde tanılanması 

ürün kayıplarına karşı mücadelede yüksek öneme sahiptir. Bu patojen küf 

türlerinin yalnızca morfolojik yöntemlerle tanılanması bunlarla mücadelede 

yetersiz kalmaktadır. Çünkü morfolojik tanılamada cins düzeyinde tanılama 

yapılırken tür düzeyine inildiğinde; bazı türlerin birbirinden ayrılması 

zorlaşmaktadır. Bununla birlikte morfolojik tanılamada populasyonların genetik 

yapıları belirlenememektedir. Bu ise bilinçsiz fungusit kullanımını arttırmaktadır. 

Gün geçtikçe gelişen moleküler ve biyoteknolojik yöntemler fungusların hem tür 

seviyesinde hem de genetik yapılarının tanılanmasında güvenilir ve hızlı sonuçlar 

sağlamaktadır. Çalışmada Aydın ve Mersin illerinden toplanan hastalıklı çilek 

meyvelerinden elde edilen fungusların tür düzeyinde tanılaması moleküler 

yöntemlerle gerçekleştirilmiş, B.cinerea türünün popuasyon yapısı transpozon 

gruplarına göre belirlenmiş ve her bir transpozon grubunun farklı fungusitlere 

karşı dirençliliği ölçülmüştür.       

5.1. Morfolojik ve Moleküler Tanılama 

Bu çalışmada 2016-2017 yıllarında çilek üretiminin en yüksek olduğu 5 konumdan 

(Atça, Sultanhisar, Yenipazar, Anamur ve Silifke) hastalıklı çilek meyveleri 

toplanmış ve bu toplanan çileklerden 10 cinse ait 15 tür tespit edilmiştir (Çizelge 

4.1). Botrytis cinerea ve Alternaria alternata bütün konumlardan elde edilmiştir. 

Bu durum Ün (2015)’ün yaptığı yüksek lisans tez çalışmasıyla uyuşmaktadır.  

Funguslarda morfolojik tanılama yapılırken koloni şekli, koloni rengi, konidia 

yapısı, şekli, rengi, spor yapısı ve şekli gibi karakterlere bakılmaktadır. Fakat bu 

karakterler çevre şartlarına göre değişebilmektedir. Konukçu veya kullanılan besi 

ortamı, diğer biyotik ve abiyotik faktörler morfolojik karakterleri etkilemektedir. 

Fakat moleküler tanılama yöntemleri genom bilgisini kullanmaktadır. Çevresel 

etmenler fenotipik karakterleri etkilerken genotip üzerine etkisi yoktur veya kalıcı 

etki oluşturması uzun zaman almaktadır. Moleküler tanılama için seçilen genom 
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bölgesi korunmuş bir bölge olduğu için evrimsel süreçte değişikliğe uğramamış 

veya çok az değişikliğe uğramıştır. Bu durum morfolojik yöntemlere göre daha 

güvenilir bir tanılamaya olanak sağlamaktadır.     

Internal transcribed spacer (ITS) bölgesi fungusların moleküler tanılanmasında 

kullanılan, evrimsel süreçte korunmuş, fungus taksonomisinde kabul gören bir 

rDNA bölgesidir (Schoch ve ark., 2012). Morfolojik olarak cins düzeyinde 

tanılama yapılırken moleküler olarak tür düzeyine inilmiştir. ITS bölgelerinin PCR 

ile çoğaltılıp, dizi analizi yapılması sonucunda, çalışmamızda kullanılan B. 

cinerea’da dahil olmak üzere 10 cins ve 15 tür elde edilmiştir. Bu türlerin 

filogenetik ilişkileri MEGA 7.0 programında Gamma dağılımlı Tamura 3 

modeliyle oluşturulmuştur (Şekil 4.6). Oluşturulan ağaçta aynı cinse ait türlerin 

yakın dallarda çıkması bootstap testinin yanında, ağacın doğruluğunu gösteren bir 

bulgudur.  

ITS bölgesiyle çalışmadaki bütün türlerin tanılaması yapılabilmiştir. Geotrichum 

candidum hariç diğer bütün türler bitki patojeni olarak geçmektedir (Johnson ve 

ark., 1990; Adrian ve ark., 1997; Lagopodi ve Thanossoulopulos, 1998; 

Narasimhan ve ark., 2001; Herman ve ark., 2004: Saremi, 2011; Zhao ve ark., 

2011; Van Hemelrijck ve ark., 2017; Zhou ve ark., 2017). Geotrichum 

candidum’un ise bitki patojeni olduğuna dair bir durum rapor edilmemiştir. 

Memeli patojeni olarak geçmekte olup nadiren hastalığa sebep olmaktadır (Pottier 

ve ark., 2008) ve sadece üç örneğin tanılanması tarlada çalışan işçilerden veya 

tarlaya giren kedi köpek gibi küçük memelilerden kontaminasyonla olabileceğini 

düşündürmektedir.   

Çalışmada elde edilen bitki patojeni funguslar açısından Aralık ve Nisan aylarında 

toplanan örneklerde tür bakımından farklılık görülmemiş, sadece sayı bakımından 

Nisan ayında daha yüksek sayıda örnekler elde edilmiştir. Bunun sebebinin kışın 

düşük sıcaklıkta fungal aktivitenin azalmasından kaynaklandığı söylenebilir.  

5.2.  Botrytis cinerea Populasyonlarının Transpozon Gruplandırması 

Botrytis cinerea boty ve flipper adlı iki adet transpozonun bulunup bulunmamasına 

göre dört gruba ayrılmaktadır. Bunlar her iki transpozon’un da bulunduğu 

transposa, yalnızca birinin bulunduğu boty veya flipper, her iki transpozonun da 

bulunmadığı vacuma gruplarıdır. Yapılan çalışmalar farklı transpozon gruplarının 
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fungusitlere karşı farklı direnç düzeyleri gösterdiğini ortaya koymuşlardır 

(Kretschmer ve Hahn, 2008; Samuel ve ark., 2012; Fekete ve ark., 2012). Bu 

çalışmada populasyonların transpozon frekansları belirlenerek populasyonun 

genetik yapısı belirlendi ve yapılan fungusit dirençlilik testleriyle etkili doz in-

vitro olarak tespit edildi ve bunun pratikte kullanımına laboratuvar verileri ışığında 

yorum yapılmaya çalışıldı. 

Toplamda tanılanan 154 örneğin transpozon gruplarına göre frekans dağılımı 

transposa 31, boty 71, flipper 16 ve vacuma 36 olarak belirlenmiş, yüzdeleri ise 

sırasıyla % 20,1, % 46,1, % 10,4 ve % 23,4 olarak bulunmuştur. Transpozonların 

genom üzerinde hareket edebilmesi populasyonun genetik yapısını 

değiştirebilmektedir. Bu durum patojenin mücadele yöntemlerine kolay adapte 

olmasına yol açabilmektedir. Ülkemizde ilk defa gerçekleştirilen bu çalışmayla bu 

değişim dinamiklerinin anlaşılması için ilk adım atılmıştır. Son yıllarda bu tarz 

çalışmalar diğer ülkelerde devam etmekte; yıllar içinde de tekrarlanarak 

populasyonların transpozonlara bağlı genetik yapı değişiminin daha iyi anlaşılması 

için çalışmalar yapılmaktadır. Kretscmer ve Hahn (2008) Kaiserslautern, 

Almanya’da yaptıkları çalışmada transposa grubunu % 30 ile ilk sırada, boty 

grubunu % 23,5 ile ikinci sırada, vacuma grubunu % 14,4 ile üçüncü sırada 

bulurlarken flipper grubuna rastlamamışlardır. Samuel ve ark. (2012) 

Thessaloniki, Yunanistan’da yaptıkları çalışmada transposa grubunu en fazla, 

vacuma grubunu ikinci sırada, flipper grubunu üçüncü sırada, boty grubunu ise 

dördüncü sırada bulmuşlardır. Fekete ve ark. (2012) Debrecen, Macaristan’da 

yaptıkları çalışmada ilk sırada boty, ikinci sırada transposa, üçüncü sırada vacuma 

ve en son olarak flipper grubunun geldiğini bulmuşlardır. Asadollahi ve ark. 

(2013) Debrecen, Macaristan’da yaptıkları çalışmada sırasıyla yüksekten düşüğe 

transposa, flipper, boty ve vacuma grubu olarak bulmuşlardır. Kumari ve ark. 

(2014) Yeni Delhi, Hindistan’da yaptıkları çalışmada ilk sırada boty, İkinci sırada 

flipper, üçüncü sırada vacuma ve son sırada ise transposa grubunu bulmuşlardır. 

Transpozonlara göre populasyonların yapısı ülkeden ülkeye değişiklik göstermekle 

beraber; B. cinerea’nın transpozonlara bağlı populasyon yapısı sıklıkla 

değişebilmektedir. Debrecen, Macaristan’da bir yıl arayla yapılan çalışmada 2012 

yılında boty grubu ilk sıradayken, 2013 yılında üçüncü sıraya gerilemiştir. 

Transposa grubu 2012 yılında bulunduğu ikinci sıradan 2013 yılında ilk sıraya 

yükselmiştir. B. cinerea’nın fungusitlere karşı yüksek direnç göstermesinin en 

önemli sebeplerinden biri populasyon yapısının hızla değişebilmesidir. 
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Transpozon gruplarının dağılımı ülkeler ve aynı ülke içindeki bölgeler arasında ve 

yıllara göre farklılık gösterebilmektedir. Bu farklılığın nedenlerinin başında 

kullanılan mücadele yöntemleri gelmektedir. Çalışmada belirlenen bölgelerdeki B. 

cinerea populasyonlarının transpozon yapıları belirlenmiştir. Zamanla bu yapı 

değişebilecek olsa da populasyondaki transpozon dinamiklerinin anlaşılması 

açısından önemli bir çalışmadır.        

Transpozonların ilçe bazında dağılımına baktığımızda benzer bir frekans dağılımı 

gösterdiğini anlayabiliriz. Örnek toplanan bütün ilçelerde boty ilk sırada gelirken, 

vacuma ikinci sırada, transposa üçüncü sırada ve flipper dördüncü sırada 

gelmektedir. Atça hariç bütün ilçelerde dört transpozon grubuna da rastlanırken 

yalnızca Atça’da flipper grubuna rastlanmamıştır. Flipper grubu bütün 

populasyonlar içinde en az sayıda rastlanan gruptur. Hali hazırda az sayıda olan bu 

grubun fungisit hassasiyeti de göz önüne alındığında bazı populasyonlar arasında 

kaybolma ihtimali vardır. Kumari ve ark. (2014) Yeni Delhi, Hindistan’da 

yaptıkları çalışmada Doğu Hindistan’da boty ve transposa’ya rastlamayıp sadece 

flipper ve vacuma’ya rastlamışlardır Kuzey Hindistan’da dört gruba da 

rastlamışlardır. Aynı şekilde Merkez Nepal’de yalnızca boty grubunun 

bulunduğunu göstermişlerdir. Bu durum transpozonların bulundukları bölgeye 

göre oranlarının değişebildiğini göstermektedir. Yapılan çalışmada frekans ve 

yüzdeler faklı olsa da genel dağılım durumu bütün ilçelerde benzerdir. Konum-

grup arasındaki ki-kare testine bakacak olursak (Çizelge 4.13) gözlenen değerin 

beklenen değerden yüksek çıktığını görebiliriz. Ayrıca p değeri 0,05’ten küçük 

çıkmıştır. Yani grup ve konum arasında anlamlı bir ilişki olduğunu söyleyebiliriz.  

İllere göre duruma baktığımızda da genel ve ilçelerle benzer bir frekans düzeni 

ortaya çıkmaktadır. Farklı olarak Mersin’de boty grubu Aydın’a göre % 5 daha 

fazla görülmüştür. Diğer gruplarda fark % 1,5’un altında çıkmıştır. Örnekleme 

yapılan iki ilde de transpozon oranlarının bu kadar yakın çıkmasının sebepleri 

arasında kullanılan tarımsal yöntemlerin benzer olması, mevsimsel işçilerle 

ve/veya rüzgar gibi faktörlerle sporların taşınması olabilir.              
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5.3. Fungusit Dirençlilik Testleri 

Örnek toplanan yerlerdeki çiftçilerin çilekte kurşuni küf hastalığıyla mücadele için 

yaptıkları uygulama ziraat mühendisinin tavsiye ettiği zamanlarda sulama suyuna 

tercih ettikleri fungisiti karıştırmakla sınırlıdır. Ekim öncesinde toprağa veya 

fidelere herhangi bir sterilizasyon işlemi uygulanmamaktadır. Ayrıca çileklerin 

tarlada bulundukları dönemde bitkinin çürüyen kısımlarının uzaklaştırılması 

aşamasında bitkiden koparılarak alınan bu kısımlar tarladan uzaklaştırılmamakta, 

genellikle sulama kanallarının içine bırakılmaktadırlar. Seraların içindeki sıcak 

havanında etkisiyle fungus sporları seranın tamamına yayılabilmektedir. Bu durum 

kontaminasyonun tam anlamıyla kontrol altına alınamamasına yol açmaktadır. 

Fungusit dirençlilik testleri üç fungusitle iki aşamada gerçekleştirilmiştir. İlk 

aşamada fungusitlerin fungal sporlar üzerindeki etkilerine bakılmış, ikinci 

aşamada fungusitlerin miseller üzerindeki etkisine bakılmıştır.  

Hesaplanan değerler ışığında kullanılan fungusitler içinde, spor aşaması 

deneylerinde, Cyprodinil en etkili (% 87˂) bulunurken, en az etkili Fenhexamid 

(% 24 - % 89) bulunmuştur. Carbendazim’in etkisi % 39 ile % 98 arasında 

bulunmuştur.  

Cyprodinil’in etkisini methionin biyosentezini engelleyerek gösterir. Ökaryotlarda 

protein sentezi metiyonin amino asidi ile başlar. Bu amino asidin biyosentezinin 

engellenmesi protein sentezine de ket vuracaktır. Bu özelliği dikkate alırsak en 

etkili fungusitin Cyprodinil olması olasıdır. Sporlar çimlenme aşamasını 

geçememekte, bu da absorbansta fazla bir artış olmasını engellemektedir.  

Carbendazim hücrenin iskelet elemanlarından biri olan β-tubulin’in alt ünitesine 

bağlanarak sporlardan oluşan çimlenme tüpünün yapısını bozmakta, sporlar 

çimlenmeye başlasa da bozuk iskelet yapısından dolayı bu aşamanın ötesine 

geçememektedir. Fakat sporlar çimlenmeye başladığı için absorbansta artış 

olmaktadır. 

Fenhexamid’in daha çok koruyucu olarak kullanılması en az etkili olmasını 

açıklamaktadır. Fenhexamid’in 10 µg/mL konsantrasyona kadar çimlenmeyi 

engellemediği Delen (2016) tarafından rapor edilmiştir. Delen ayrıca bu 

konsantrasyonlardan daha düşük konsantrasyonlarda uzun süre bekletmenin 

durdurucu etki yaptığından bahsetmiştir. Fakat bu uygulama toprağın ve ekilecek 
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çilek fidelerinin uzun süreli fungusite maruz kalması anlamına gelmektedir. Uzun 

süreli bu maruz kalmada toprakta ve bitki bünyesinde fungisit birikmesi olacaktır. 

Bu uygulama laboratuvar şartlarında uygulanabilirken tarlada uygulanması 

fungisit birikiminden dolayı hem sağlık hem de ekonomik açıdan mümkün 

değildir.  

Fungusitlerin spor aşamasındaki etkisine transpozon grupları üzerinden bakacak 

olursak cyprodinil için sırasıyla yüksekten aza transposa, boty, flipper ve vacuma 

olarak bulunmuştur. Carbendazim için sırasıyla yüksekten aza vacuma, flipper, 

transposa ve boty olarak bulunmuştur. Fenhexamid için sırasıyla yüksekten aza 

vacuma, flipper, boty ve transposa olmuştur. Beklenildiği gibi uygulanan doz 

miktarı ile fungisitin etkisi doğru orantılıdır.   

Misel aşamasında her bir transpozon grubundan PDA besi yerine misel ekilmiş ve 

inkübasyona bırakılmıştır. Farklı konsantrasyonlarda hazırlanan fungusitleri içeren 

PDA besiyerlerine her bir transpozon grubundan ekim yapılmıştır. Üreme görülen 

konsantrasyonlarda koloni çapı ölçülmüştür.   

Misel aşamasındaki denemelerde her üç fungusit içinde etki sırası yüksekten aza 

flipper, transposa, vacuma ve boty olmuştur. Etki eden konsantrasyonlar ise 

fungusite göre değişmektedir. Fenhexamid için önerilen doz olan 5000 mg/L 

dozun çok altında 10 mg/L dozda etki etmekte altındaki dozlarda ise etki 

görülmemektedir. Delen (2016) laboratuvar koşullarında Fenhexamid’in etkili 

olabildiğini fakat tarla koşullarında laboratuvardaki kadar etkili olmadığını 

belirtmiştir. Bunun sebebi laboratuvar koşullarında patojenin fungusitle direkt 

maruz kalırken tarla ortamında dış etkilere maruz kalmakta bu da etkisini 

azaltmaktadır. Ayrıca fenhexamid toksik etkisinden dolayı yüksek dozlarda 

kullanılamamakta, sadece koruyucu olarak kalmaktadır. Sadece elde edilen 

sonuçlar ışığında, laboratuvar şartlarında, fenhexamid en düşük dozda etki 

göstermiştir. Bunu cyprodinil ve carbendazim izlemiştir. fenhexamid ve cyprodinil 

tavsiye edilen dozun altında da etki gösterirken carbendazim tavsiye edilen 750 

mg/L dozun üstüne çıkmış, 1000 mg/L’de bile üreme görülmüş, 1250 mg/L de 

üreme görülmemiştir. Flipper transpozon grubu ise bu duruma uymamış 50 mg/L 

üzeri dozlarda üreme görülmemiştir. Doz olarak baktığımızda fenhexamid, 

laboratuvar koşullarında en düşük dozda etki göstermiş, carbendazim ise en 

yüksek dozlarda etki göstermiştir. Her bir fungusitin, misel aşaması deneyleri için, 

yüzde inhibisyon oranlarına bakıldığında; fenhexmid için (5 mg/L), en yüksek 
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yüzde inhibisyonun flipper’da en düşüğününde transposa’da olduğunu görebiliriz. 

Bu bilgi ışığında fenhexamid’e en hassas transpozon grubunun flipper (% 27), en 

dirençli transpozon grubunun ise transposa (% 12.5) olduğunu söyleyebiliriz. 

Carbendazim için ise (50 mg/L) yine en hassas transpozon grubunun flipper (% 

72), en dirençli transpozon grubunun ise boty (% 24) olduğu görülmektedir. 

Cyprodinil için (20 mg/L), en hassas grup transposa (% 40), en dirençli grubun ise 

boty (% 17) olduğu görülmektedir. Her üç fungusit içinde en hassas transpozon 

grubu flipper grubu olurken, en dirençli grupların transposa ve boty olduğunu 

görebiliriz. İki transpozonu da taşımayan vacuma grubu fenhexamid için ikinci 

sırada, carbendazim için üçüncü sırada, cyprodinil için yine ikinci sırada 

gelmektedir. Bu farkın sebebi her üç fungusitin de farklı etki mekanizmalarına 

sahip olması olarak açıklanabilir. Spor denemelerinde en etkili fungusitin 

metiyonin biyosentezini engelleyen cyprodinil olması çimlenmenin başlamasını 

engellemekte dolayısıyla üreme gerçekleşememektedir. Misel aşaması 

deneylerinde ekim misellerden yapıldığı için hücre zarı yapısında bulunan sterol 

biyosentezini engellediği için misellerin yapısını bozmakta, bu ise üreme oranını 

düşürmektedir.  

Her bir fungisitin IC50 değerlerine baktığımızda fenhexamid için değerlerin 5,20 – 

5,40 µg/L arasında olduğu görülmektedir. Litrede 6 µg’dan düşük çıkan değerler 

için B. cinerea’nın fenhexamid’e karşı hassas olduğu söylenebilir. Transpozon 

grupları açısından baktığımızda flipper 5,21 µg/L ile en hassas grup, boty ise 5,39 

µg/L ile en dirençli grup olarak bulunmuştur. 

Carbendazim için bütün IC50 değerleri 50 µg/L’nin üstünde bulunmuştur. Bu 

durum B, cinerea’nın carbendazim’e karşı dirençli olduğunu göstermektedir. 

Fenhexamid de olduğu gibi carbendazimde de en hassas grup 51,99 µg/L ile 

flipper olurken en dirençli grup 211,34 µg/L ile vacuma olmuştur. 

Cyprodinil için hesaplanan IC50 değerlerine baktığımızda değerlerin 20.24 – 20.39 

µg/L arasında olduğu görülmektedir. Bu durumda tolerant olarak değerlendirmek 

mümkündür. Yine en hassas grup 20.24 µg/L ile flipper grubu olurken en dirençli 

grup 20.39 µg/L ile boty olarak bulunmuştur. 

IC50 değerlerini dikkate alarak, B. cinerea’nın fenhexamid’e karşı hassas, 

cyprodinil’e karşı tolerant, carbendazim’e karşı dirençli olduğu görülmüştür. 
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Transpozon grupları açısından flipper grubu her üç fungisit içinde en hassas grup 

olarak öne çıkmaktadır. Flipper grubunun diğer gruplara göre daha az sayıda 

çıkmasının nedenlerinin başında bu durumun olduğu söylenebilir.      

5.4.  Sonuç 

Sonuç olarak, çalışmada, morfolojik ve moleküler tanılamada, kullandığımız 

B.cinerea da dahil olmak üzere 10 farklı cins ve 15 farklı tür elde edilmiştir. 

Yapılan arazi çalışmalarında iki ilden toplam 154 adet B. cinerea izole edilmiş ve 

bu populasyonların Boty ve Flipper transpozon yapıları belirlenmiştir. Toplanan 

154 örneğin 31 tanesi transposa, 71 tanesi boty, 16 tanesi flipper ve 36 tanesi 

vacuma olarak bulunmuştur. Yapılan iki aşamalı fungusit dirençlilik testlerinde 

spor aşamasında cyprodinil’in, misel aşamasında ise fenhexamid’in daha etkili 

olduğu görülmüş; bu farkın farklı etki mekanizmalarına sahip olmalarıyla ilişkili 

olabileceği kanısına varılmıştır. Ayrıca boty elementini içeren transposa ve boty 

grubu bireylerin fungusitlere daha dirençli olduğu görülmüştür. Sadece flipper 

elementinin olduğu flipper grubunun fungusitlere karşı hassas olması arazide daha 

az görülmesinin sebebi olarak görülebilir. Bu durum transpozon hassasiyetini 

etkileyen bölgenin flipper transpozonu üzerinde olduğu yorumuna açıktır. 

B.cinerea’ların fenhexamid’e karşı hassas, carbendazim’e karşı dirençli ve 

cyprodinil’e karşı tolerant olduğunu IC50 değerlerine bakarak söyleyebiliriz. 

Populasyonların transpozon yapıları bölgelere göre veya zaman içinde değişiklik 

göstersede yapılan bu çalışma populasyon dinamiklerinin anlaşılması açısından 

önemli bir çalışmadır. Türkiye’de ilk kez gerçekleşen bu çalışma sonrasında çilek 

üretilen diğer bölgelerde yapılacak çalışmalar ve bu çalışmaların zamana 

yayılmasıyla populasyonların transpozon dinamikleri daha iyi anlaşılabilecektir. 

Bu sayede bu patojenle mücadelede daha etkili planlamalar gerçekleştirilebilir.  

Bu çalışmada çileklerde B. cinerea populasyonlarının transpozon yapısı ve fungisit 

dirençliliği araştırılmıştır. Fakat laboratuvar koşullarında elde edilen sonuçlar ile 

saha denemelerinde elde edilen sonuçlar farklılık gösterebilmektedir. Bu sebeple 

sonraki aşamada transpozon gruplarına göre fungusit uygulamalarının saha 

denemeleri gerçekleştirilmelidir. Spor aşamasında ve misel aşamasında farklı 

fungisitlerin daha etkili olması tarlada, kış aylarında ve bahar aylarında farklı 

fungisitlerin kullanılması önerilebilir. Bitki patojenleriyle yapılan kimyasal 

mücadele her ne kadar bilinçli yapılsa da kullanılan ilaçların zamanla bünyede 
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birikmesi kısa ve uzun vadede sağlık sorunlarına yol açabilmektedir. Bu sebeple 

araştırmacılar biyolojik mücadele yöntemlerine yönelmeye başlamışlardır. 

Transpozon grupları da göz önüne alınarak; biyolojik mücadele yöntemlerinin B. 

cinerea üzerindeki etkileri de araştırılmalıdır.      
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