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OZET

BAG ALANLARINDA OLUKOL HASTALIGI ETMENI PHOMOPSIS VITICOLA
(SACC.) Sacc. IZOLATLARINDAKI DSRNA’NIN TANILANMASI, MOLEKULER
VE BiYOLOJIK KARAKTERIZASYONU iLE HiPOVIRULENT ETKIiSi

Hosseinalizadeh S. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Bitki

Koruma Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2021.

Amac: Ege Bolgesinin bag alanlarinda Phomopsis siirgiin ve yaprak lekesi (6liikol) hastaligi
etmeni Phomopsis viticola izolatlarinda dsRNA’nin tanilanmasi, molekiiler ve biyolojik

karakterizasyonu ile hipoviriilent etkisisinin belirlenmesi amaglanmstir.

Materyal ve Yontem: 2018 yilinda Ege Bolgesinin en fazla asma yetistiriciligi yapilan il ve
ilgelerden oliikol hastaligi belirtisi sergileyen asmalarin siirgiin 6rneklerinden elde edilen
fungal izolatlarin morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri degerlendirilerek P. viticola etmeni
molekiiler yontemlerle tanilanmigtir. P. viticola izolatlarindan Balijja vd. (2008) yontemi ile
dsRNA analizi yapilip, dSRNA igeren izolatlar dsSRNA icermeyen 3 izolat ile biyolojik
Ozellikleri yoniinden karsilastirilmistir. Segilen dSRNA igeren 50 izolatin dikey taginma
kapasitesi en iyi performans gosteren izolatlar ile asma fidanlarin iizerinde viriilenslik
testleri yapilmistir. dSRNA igeren izolatlarin vegetatif uyum gruplart belirlenmis ve yatay
tasinim kapasiteleri degerlendirilmistir. Yatay tasimim ile dSRNA pozitife doniistiiriilen
viriilent P. viticola izolatlarinda dSRNA viriislerin hipovirulenslik etkisi asma fidanlari
tizerinde belirlenmistir. Tiim uygulanan biyolojik testlerde en iyi performans gostermesi
nedeniyle biyolojik miicadelede kullanilabilme &zelligi tasiyan 6 adet izolat arasindan
secilen 2 izolata ait dsRNA’lar1 tim genom dizi analizi yeni nesil dizileme teknolojisi
(YND) Hlumnia sekanslayicida yapilmistir. Cift yonlii okumalarin birlestirlmesiyle de novo

tim genom dizisi belirlenmis ve filogenetik analizleri yapilmustir.

Bulgular: Asma siirgiin 6rneklerinden elde edilen toplam 214 P. viticola izolatin 125’inde
tek segmentli veya iki segmentli ~2,5-9,4 kb uzunlugunda dsRNA’lar belirlenmistir. dSSRNA

iceren Ve igermeyen izolatlarin koloni renk farkliligi olmadigi ve dsRNA igermeyen
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izolatlarin igerenlere gore daha hizli koloni gelisimi ile petrinin tamamini kaplayarak ¢ok
sayida piknit olusturdugu belirlenmistir. Dikey tasinim performansi en iyi olan dsRNA
iceren 12 izolatin asma fidanlarinin siirgiin ve yapraklarinda viriilenslik yoOniinden
farkliliklar saptanmistir. dSRNA igeren izolatlarda 5 farkli vejetatif uyum grubu saptanmis
ve yatay tasimim testinde 12 izolatin 10’unda dsRNA’nin alici izolata tasmabildigi
saptanmustir. Viriilenslik testinin ikinci asamasinda 884C/962M, 884C/961M, 884C/780Se,
884C/889G ve 884C/861C izolatlar1 asma fidanlarinin hem yapraklarinda (%26,32-49,37)
hem siirgiinlerinde (%14,11-16,33) diisiik viriilenslik gostermistir. Yapilan tim biyolojik
testler sonucu en iyi performansi gosteren 6 izolatin miktar ve kalite yoniinden en uygun
olan 961M ve 962M numarali izolatlarinin dsRNA’lar1 genom dizi analizinde sirasiyla
toplam 24 ve 33 milyon okuma elde edilmistir. Ardindan 961M den 9,7 ve 2,5 kb
biiyiikliigiinde 2 konting, 962M den ise, 9,5, 2,5 ve 2,5 kb uzunlugunda 3 konting elde
edilmis ve 3 (961M) ile 6 (962M) CDS saptanmustir. Hypothetical ile RdRp proteinlerini
kodlayan 2 (961M) ve 5 (962M) ORF bolgeleri tesbit edilmistir. Hypothetical ve RdRp
protein amino asit dizilerinin BLASTp sonucunda en yiiksek 6zdeslik orani (%41-44)
Fusagraviridae familyasindan Fusarium poae dsRNA virus 2 ile olmustur. Filogenetik
analizde ayni1 yerde kiimelenen 961M ve 962M sadece Fusarium poae dsRNA virus 2 ile en
yakin kiimelenme olusturmustur. Bu nedenle bu iki dsRNAnin yeni bir mikoviriis
familyasinin iiyesi olabilecegi diisiiniilmiistiir. 961M ve 962M dsRNA genom dizileri NCBI

da kayit altina alinmustir.

Sonu¢: Ege Bolgesi bag alanlarinda izole edilen P. viticola izolatlarinda belirlenen
mikoviral dsRNA’lar arasinda yapilan tiim biyolojik testlerde en iyi performans gosteren ve
dsRNA kalite/miktar1 en iyi olan 961M ve 962M nolu izolatlarin fungal konukgusunun
viriilenslik etkisini kayda deger oranda azalttigi belirlenmistir. Biyoenformatik analizler
sonucu yeni bir mikoviral dsSRNA familyasinin {iyesi olabilecegi diisiiniilen 961M ve 962M
dsRNA’nin genom organizasyonu konusunda daha derinlikli ¢aligmalarin yapilmasi

gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: dsRNA, Mikoviriis, Phomopsis viticola, Yeni nesil dizileme
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ABSTRACT

IDENTIFICATION, MOLECULAR AND BIOLOGICAL CHARACTERIZATION
OF DSRNA IN THE ISOLATES OF PHOMOPSIS VITICOLA (SACC.) SACC, THE
CAUSAL AGENT OF PHOMOPSIS CANE AND LEAF SPOT DISEASE, AND
HYPOVIRULENT EFFECT

Hoseinalizadeh S. Aydin Adnan Menderes University, Graduate School of Natural and

Applied Sciences, Plant Protection Program, Doctorate Thesis, Aydin, 2021.

Objective: This study was aimed to identify dsSRNA in the isolates of Phomopsis viticola,
which is the causal agent of Phomopsis cane and leaf spot disease, in the vineyard areas of
the Aegean Region, and to determine its hypovirulent effect by molecular and biological

characterization.

Material and Methods: In 2018, the fungal isolates were obtained from the shoot samples
of the grapevines that had the signs of Phomopsis cane and leaf spot disease. Sampling was
done in the districts of the grapevine-growing provinces of the Aegean Region, where the
majority of grapevines are cultivated. The samples were evaluated and the P. viticola was
identified by molecular methods. dsRNA analysis of P. viticola isolates was performed
according to Balijja’s method and the dsRNA containing isolates were compared with three
dsRNA-free isolates in terms of their biological properties. The virulence assay was carried
out on the two-years old grapevine seedlings using 50 selected dsRNAs containing isolates
that had the best performance in vertical transmission assay. The vegetative compatibility
groups of the isolates containing dSRNA were determined and their horizontal transmission
capacities were evaluated. The hypovirulent effect of dsSRNA viruses was determined by
comparing the virulence of a virulent P. viticola isolates with its converted form that is
generated by horizontal transmission. The six isolates showing the best performances in all
applied biological tests were selected for whole genome sequence analysis. whole genome
sequences were determined by next generation sequencing (NGS) in the lllumnia sequencer.
Bidirectional sequence reading were assabled de nova to obtain whole genome sequence
and phylogenetic analyses were performed.
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Results: Single-segmented and two-segmented dsRNAs of ~ 2.5-9.4 kb were determined in
125 of a 214 P. viticola isolates obtained from grapevine shoot samples. It was determined
that dsRNA-containing and dsRNA-free isolates did not have any difference in colony
color. dsRNA-free isolates covered the entire petri with faster colony growth than the ones
containing dsRNA and formed a large number of pycnidia. The 12 dsRNA isolates, which
had the best vertical transmission rate, exhibited varying degree virulence in the virulence
test. Among the isolates containing dsRNA, 5 different vegetative compatibility groups
were determined. In the horizontal transmission test, dsSRNA’s in 10 of 12 isolates were
succesfully transferred to the recipient virus free P. viticola isolate. The results of the
second virulence assay showed that converted isolates, 884C/962M, 884C/961M,
884C/780Se, 884C/889G ve 884C/861C, had low virulence in both the leaf (26.32-49.37%)
and shoot (14.11-16.33%) inoculation of grapevine samplings. Among 6 dsRNA containing
isolates with the best performance according to results of all biological tests, the dsSRNAs of
961M and 962M isolates, which are the most suitable in terms of the quantity and quality
and produced a total of 24 and 33 million readings, respectively, in the genome sequence
analysis. Then, two contings of 9.7 and 2.5 kb from 961M and 3 contings of 9.5 and 2.5 kb
were obtained from 962M and 3 (961M) and 6 (962M) CDS were determined. There were
two ORF regions in 961M and 5 in 962M encoding an RdRp and hypothetical proteins. As a
result of BLASTp, hypothetical and RdRp amino acid sequences showed the highest
identity (41-44%) with Fusarium poae dsRNA virus 2 from the Fusagraviridae family. In
the phylogenetic analysis, 961M and 962M clustered in the same place and formed the
closest cluster with Fusarium poae dsRNA virus 2. Therefore, it is thought that these two
dsRNA may be members of a new mycovirus family. 961M and 962M dsRNA genome

sequences were recorded in the NCBI databases.

Conclusion: It was determined that among the isolates with mycoviral dSRNAs, which were
detected in the P. viticola isolates collected from the Aegean region vineyards, 961M and
962M showed the best performance in all biological tests applied, and had the best dSRNA
quality/ quantity, significantly reduced the virulence of the fungal host. It is necessary to
carry out more studies on the genome organization of 961M and 962M dsRNAs, which are
thought to be a member of a new mycoviral dsSRNA family as a result of bioinformatics

analysis.

Key Words: dsRNA, Mycovirus, Next Generation Sequencing, Phomopsis viticola
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1. GIRIS

Diinyanin en eski bitkilerinden biri olan asma; Asmagiller (Vitaceae) familyasina ait
olup tiziim veren, ¢ok yillik odunsu bir bitkidir. Genellikle yesilimsi renkli ¢igek kiimeleri
dollendikten sonra salkim halinde tatli ve bol sulu meyveler verir (Celik, 2013). Milyonlarca
yil Oncesine dayanan asmanin anavatani konusunda birbirinden ¢ok farkli goriisler
bulunmaktadir. Tarihi kaynaklara ve arkeolojik bulgulara gore; yabani asmanin (Vitis
vinifera sylvestris) ilk kez Kuzeydogu Anadolu ile Kafkas daglari arasinda yer alan
Transkafkasya cografyasinda kiiltiire alindigi ve saraba islendigi, daha sonra Anadolu
iizerinden Asag1 Mezopotamya ve Misir’a (M.O. 3500-3000), daha sonra ise (M.O. 2200)
Girit’e gotiiriildiigii anlasilmistir (Celik, 2013). Giiniimiizde bagcilik diinyanin birgok
tilkesinde en 6nemli tarim faaliyetleri arasinda yer almaktadir. Bunun nedenleri arasinda
asmanin iklim ve toprak isteklerinin diger meyve tiirlerine gore daha az secgici olmasi ve
{iziimiin ¢ok yonlii degerlendirilme sansina sahip olmasidir. Uziim taze olarak sofralik
tilketimin yan1 sira gida sanayisinde hammadde olarak kuru tiziim, sarap, liziim suyu,
pekmez, regel vb. iiriinlere islenerek degerlendirilebilen énemli bir Grindir (Akkurt vd.,
2018). Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitiin (FAQO) 2018 yil1 verilerine gére diinyada
toplam 7,5 milyon ha alanda 78 milyon ton iiziim iretiminin ger¢eklesmis oldugu
bildirilmistir (Cizelge 1.1) (FAO, 2018). Tirkiye toplam 448 bin hektar bag alani ile
Ispanya, Cin, Fransa ve Italya’dan sonra yiizde 6’lik oran ile 5’inci sirada ve toplam
3.933.000 ton iiziin iiretimiyle Cin, italya, ABD, Fransa, Ispanya’dan sonra yiizde 5,2’lik
oran ile 6’nc1 sirada yer almaktadir (Cizelge 1.2) (FAO, 2018).

Cizelge 1.1. 2015-2018 yillarina tilkelere gore bag alanlar1 (Bin Ha) (FAO, 2018)

Ulkeler 2015 2016 2017 2018
Ispanya 941 920 968 969
Cin 802 843 865 875
Fransa 752 757 788 793
Italya 673 668 699 705
Tiirkiye 462 435 448 448
ABD 413 410 434 439
Arjantin 224 224 222 218
Iran 202 207 213 212
Sili 199 203 194 192
Diger Ulkeler 2.457 2.428 2.594 2.598
Toplam 7.127 7.097 7.425 7.449




Cizelge 1.2. 2015-2018 yillarinda iilkelere gore iiziim iiretim miktarlar1 (Milyon Ton)

(FAO, 2018)

Ulkeler 2015 2016 2017 2018
Cin 12.6 13.8 131 11.7
Italya 7.9 7.9 6.9 8.6
ABD 7.0 7.1 6.7 6.9
Fransa 6.3 6.3 5.0 6.2
Ispanya 5.8 5.9 50 6.9
Tiirkiye 3.7 4.0 4.2 3.9
Sili 2.4 25 2.0 2.5
fran 2.4 2.5 1.9 2.3
Arjantin 2.6 2.4 2.1 2.7
Diger Ulkeler 25.3 24.4 26.1 26.10
Toplam 76.8 77.4 73.0 77.8

Tiirkiye’de 2018 yilinda iretilen 3.933 milyon ton {iziimiin, 1,9 milyon tonu sofralik
(%49), 1,5 milyon tonu kurutmalik (%39), 464 bin tonu saraplik-siralik (%212) olarak
degerlendirilmistir (Tiirkiye Istatistik Kurumu [TUIK], 2019). Tiirkiye bagciligina
bakildiginda her ilin tarimsal {irlin deseni igerisinde en az %1 bag alanm oldugu
goriilmektedir. Yildan yila az miktarda degisiklik gostermekle birlikte 448 bin hektar
ortalama bag alanina sahip olan Tiirkiye’de yer alan dokuz tarim bolgesi i¢inde hem alan,
hem de iiretim miktar1 yoniinden Ege Bolgesi %32,5 lik pay ile birinci sirada yer almaktadir
(Tarimsal Ekonomi ve Politika Gelistirme Enstitiisii Miidiirliigii [TEPGEM], 2019). Ulke
bag alanlarmin yarisina yakini yine Ege Bolgesinde bulunmaktadir. Ege Bolgesinden sonra
tilkemizin 6nemli iretici bolgeleri sirasiyla Akdeniz Bolgesi ve Giineydogu Anadolu
Bolgesidir. Bag alani ve iiretim miktar1 agisindan Karadeniz ve Dogu Anadolu Bolgeleri ise

Tiirkiye liztim yetistiriciliginde son iki siray1 paylagsmislardir (TEPGEM, 2019).

Ege Bolgesinin iiretim alan1 en biiyiik illeri sirasiyla Manisa, Denizli ve Izmir dir
(Cizelge 1.3). Manisa ilinin Turgutlu, Akhisar, Salihli, Alasehir ve Sarigél ilgeleri,
Denizli’nin Buldan, Giiney ve Cal ilgeleri, izmir’in Kemalpasa, Urla ve Cesme ilgeleri

yogun iiretim yapan ve iiriinlerini dis pazarlarda degerlendiren yorelerdir (TUIK, 2018).



(TUIK, 2018)

Cizelge 1.3. 2018 yili Ege Bolgesi illerine gore bag alanlar1 ve tiziim iiretim miktarlar:

iller Ekim alam (dekar) Uretim (ton)
Manisa 807.387 1.234577
Denizli 386.060 355.276
Izmir 128.499 194.978
Usak 32.485 30.167
Aydin 15.495 13.825
Mugla 6.497 6.628
Afyonkarahisar 2.988 1.176
Kiitahya 1.829 1.208

Ulkemiz i¢in énemli olan bagcilik giiniimiizde {iretimden pazarlamaya kadar gecen
stire¢ igerisinde birgok sorunla karsi karsiyadir. Bu sorunlar igerisinde bitki hastaliklari,
ozellikle fungal etmenler yer almaktadir. Kiilleme (Erysiphe necator), Mildiy6 (Plasmopara
viticola), Kursuni Kiif (Botrytis cinerea) ve o6liikkol (Phomopsis viticola) gibi fungal
hastaliklar bag yetistiriciligi yapilan tiim tilkelerde ekonomik boyutlara ulasan zararlari ile
liziim Uretimini smirlandiran 6nemli fungal hastaliklardir (Tarimsal Arastirmalar ve

Politikalar Genel Midiirliigii [TAGEM], 2019).

Baglarda Phomopsis viticola (Sacc.) Sacc.’nin neden oldugu iilkemizde 6liikol olarak
bilinen Phomopsis siirgiin ve yaprak leke hastaligi ilk olarak 1909 yilinda New York
eyaletinde Reddick (1909) tarafindan rapor edilmistir (Erincik, 2002). Daha sonra hastalik,
bag yetistiriciligi yapilan birgok iilkede goriilmiis ve gorildigi bu ilkelerde 6nemli {iriin
kayiplarinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Erincik, 2002; Scheper, 2001). 1997 yilinda
ABD’nin Ohio eyaletinde hastalik nedeniyle %30’a varan {iriin kayiplar1 gézlemlenmistir
(Erincik vd., 2001). Oliikol hastalig1 etmeni asmanin taze gelisen toprak iistii organlarinda
yani geng siirgiinler, yapraklar, yaprak saplari, salkim saplar1 ve daneler iizerinde hastalik
olusturmaktadir (Erincik vd., 2001). Hastalik ilk olarak ilkbaharda yapraklarda kiigtik sari
Klorotik lekeler olarak ortaya ¢ikar. Bu yapraklar zamanla sararir, burusur, kenarlar1 yirtilir,
sekli bozulur ve kiigiik kalirlar. Bahar aylarinin ilerleyen dénemlerinde enfeksiyona ugrayan
stirgiinlerin dip kisimlarinda agik renkli kiigiik lekeler olusur ve bu lekeler daha sonra odun
dokusuna kadar ulasan catlaklara dontigiir ve siyahlasir. Hastalikli siirgiinlerde gelisme
yavaglar hatta durabilir. Agir enfeksiyon geciren siirgiinler riizgara karsi dayanamayarak
kirilabilirler. Lezyonlar salkim sapina kadar ilerleyebilir ve tiim salkimi giiriitebilir. Salkim
ve meyve enfeksiyonlar1 dogrudan iiriin kayiplarina neden olabilir. Oliikol hastalig1 sonugta

asmalar1 kuruttugu i¢in ekonomik anlamda verdigi zarar onemlidir. Hastalik asma



yetistiriciligi yapilan tim bolgelerde goriilebilmektedir (Hewitt ve Pearson, 1988 ve Urbez-
Torres vd., 2013). Oliikol hastalig1 enfekteli olan asmalarda genel olarak yaprak, siirgiin
hatta salkim kurumalar1 nedeniyle %10 civarinda hastalik verim kaybina yol agmakta ve
ertesi yil gozlerin 6lmesinin (uyanmamasi) ardindan daha yiiksek oranlarda verim kaybina
neden olmaktadir (TAGEM, 2019).

Phomopsis cinsi igerisinde 900’iin tizerinde anamorf tiir oldugu ve bunlardan 180
kadarinin teleomorf Diaporthe cinsi ile iligkili oldugu arastiricilar tarafindan bildirilmistir
(Uecker 1988; Wicks ve Rawnsley, 2002). Anamorf tiirlerin arasinda saptanan genetik
uzakliklar ve morfolojik ve patojenik 6zelliklerdeki farkliliklardan dolay1 ge¢gmisten bugiine
kadar bazi arastiricilar farkli sinonim isimlendirmeler yapmuslardir. Bu isimlendirmeler
Phomopsis cinsi taksonomisinde karigikligina neden olmustur (Wicks ve Rawnsley, 2002).
Hastalik iizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda etmeni dogada anamorf formu P. viticola
olarak bildirilmis ve etmenin teleomorf formu bazi molekiiler ¢alismalar:1 ve DNA dizilim
analizleri sonucunda Diaporthe ampelina ile iliskilendirilmistir. Ancak teleomorf formu ile

ilgili karisik iligskilendirmelerden dolay1 etmen hala anamorf formu ile tanimlanmaktadir.

Ulkemizde Ege ve Marmara Bolgeleri bag alanlarinda Phomopsis siirgiin ve yaprak
leke simptomlarmi sergileyen asmalardan siklikla P. viticola’nin izole edildigi birgok
aragtirict tarafindan bildirilmistir (Akgiil vd., 2015; Awan, 2017; Cetinkaya ve Onogur,
2006; Ozben, 2011; Gilingér Savas, 2019; Yildirnm, 2014). Diinyada farkli asma
yetistiriciligi yapilan bolgelerden yaklasik 15 Phomopsis (Diaporthe) tiirii arastiricilar
tarafindan bildirilmistir (Awan, 2017). P. viticola (Diaporthe ampelina), D. ambigua, D.
ampelina, D. amygdali, D. australafricana, D. cytosporella, D. eres, D. feoniculina, D.
helianthi, D. hongkongensis, D. kyushuensis, D. phaseolorum, D. rudis, D. sojae ve P.
longiparaphysata bag alanlarinda en sik goriilen tiirler olarak bildirilmistir (Awan, 2017).

Ulkemizde hastalik ilk olarak Marmara ve Ege Bolgelerinde goriilmiis ve Karaca ve
Eroglu (1967) tarafindan 1967 yilinda siirgiin kurumasi (Dead-arm) olarak tanimlanmuistir.
Diinyada bagcilik yapilan iilkeler arasinda besinci sirada bulunan {ilkemiz i¢in asma
ekolojik, sosyal ve ekonomik yénlerden son derece déneme sahip bir bitkidir. Oliikol
hastaligi diinyanin birgok yerinde oldugu gibi Ege Bolgesinde de 6nemli {iriin kayiplarina
yol agmakta ve hastalikla miicadelede kiiltiirel Onlemler ile kimyasal yontemler
kullanilmaktadir. Birgok aragtirici 6liikol hastaliginin miicadelesi tizerinde arastirmalar
yapmuslardir (Castillo-Pando vd., 1997; Kaskaloglu vd., 1975 ve Nair vd., 1998). Bu yapilan

caligmalar gostermistir Ki oliikol ile bulasik alanlarda, hastalikli bitki siirgiinlerinin kis



budamasi sirasinda kesilerek uzaklastirilmasi (sanitasyon) ile birlikte dormant dénem ve
yesil aksam fungisit uygulamalar1 6nemli bir yer tutmaktadir. Ancak hastaligin yogun olarak
goriildiigii yerlerde tek basina sanitasyon basarili olmamakta ve bu nedenle fungisit
kullanim1 zorunluluk halini almaktadir (Kaskaloglu vd., 1975). Oliikol hastaligina karsi
etkili olan fungisitlerin sayisi1 sinirhidir. Hastaliga kars1 ilk ilaglamanin siirglinlerin 2-3 cm
boya ulastigi zaman yapilmasi uygundur. Ancak bu donem ireticiler tarafindan
kagirildiginda hastaligin kontrolii zorlagsmaktadir (Awan, 2017; Cucuzza vd., 1982; ve Nita
vd., 2006). Nitekim, o6liikol hastaliginin Michigan ve Ohio’daki iiziim baglarinda fungisit
kullanilmasina ragmen baglarda ciddi triin kayiplarina neden oldugu belirlenmistir
(Schilder vd., 2005). Ayrica Ohio’da yapilan bir survey c¢alismasinda, mevsim basinda
oliikol igin Onerilen fungisitlerin kullanilmasima ragmen olikkol hastaligimin bulunma
oranmin Yyine de %50 dolaylarinda oldugu bildirilmistir (Nita vd., 2008). Kiilleme
hastaligina etkili oldugu bilinen prochloraz, fenarimol, triadimefon gibi fungisitlerin oliikol
hastaligina etkisinin az oldugunu saptanmistir (Latinovic vd., 2008). Bag alanlarinda
gorillen mildiyo ve kursuni kiif gibi onemli fungal hastaliklara karsi Onerilen bazi
fungisitlerin oliikol hastalig1 tizerinde etkili olmadigini bildirilmistir (Adaskaveg vd., 2010;
Teviotdale vd., 2003). Ayrica oliikol hastaligina karsi etkili bulunan fungisitlerin asir1 ve
diizensiz kullanomindan dolayr B. cinerea gibi bazi fungal etmenlerin fungisitlere
dayaniklilik kazanma riskinin yanisira tirinler iizerinde fungisitlerin kalint1 birakma riskini
de barindirmakta ve bu kalintilar insanlar, hayvanlar ve ¢evre iizerinde olumsuz etkilere
sahip olmaktadir (Komarek vd., 2010; Nair vd., 1998 ve Wigtwick ve Allinson 2007).
Nitekim Avustralya bag alanlarinda oliikkol hastaligin miicadelesinde bazi fungisitlerin
cevreye olumsuz etkilerinden dolay1 kullanimi yasaklanmistir (Castillo-Pando vd., 1997).
Bu nedenlerle son zamanlarda arastiricilar fungal patojenlerin kontroliinde gevreye ve insan
sagligina zarar vermeyen alternatif kimyasallar ve biyolojik ajanlarin kullanimi ile ilgili
calismalara yogunlasmislardir (Robin ve Hoegger, 2001; Yildirim, 2014; Zheng vd., 2014).
Fungal hastaliklarin biyolojik miicadelesinde hipoviriilent mikoviriislerin kullanilabildigi
bilinmektedir. Mikoviriisler, hifsel anastomoz yoluyla hipoviriilent bireylerden vejetatif
olarak uyumlu virulent bireye tasinarak onun hipoviriilent fenotipe doniistiiriilmesine neden
olabilirler. Bunun en iyi érneklerinden Cryphonectria hipoviriis 1 olup kestane kanseri ile
biyolojik miicadelede basar1 ile kullanilmaktadir (Ag¢ikgdz vd., 2017; Anagnostakis ve
Jaynes, 1973; Bissegger vd., 1997; Heiniger ve Rigling, 1994; Krstin vd., 2008; Macdonald
ve Fulbright, 1991; Sotirovski vd., 2000 ve Trestic vd., 2001).



Diger fungal hastaliklarin miicadelesinde oldugu gibi (Ahn ve Lee, 2001; Nuss, 2005;
Xie ve Jiang, 2014) Phomopsis spp. kaynakli hastaliklarin 6nlenmesinde de gevreye ve
insan sagligina zarar vermeyen biyolojik miicadele ¢alismalar: 6n plana ¢ikmistir. Hatta bu
miicadele yontemlerinden birisi hipoviriilent mikoviriislerin kullanilmasi olup patlicanda
Phomopsis vexans ve soya fasulyesinde Phomopsis longicolla {izerinde kontrol
saglayabilecegi de ifade edilmistir (Hrabakova vd., 2017; Zhang vd., 2015). Phomopsis ile
akraba olan elma patojeni Diaporthe ambigua’da mikoviral dsSRNA’nin yatay tasinmasi ve
fungus tizerindeki etkileri ile ilgili caligmalar yapilmistir (Preisig vd., 2000; Smit vd., 1996).
Ancak P. viticola izolatlarinda mikoviral dsRNA’nin varligi konusunda Tiirkiye’de Ege
Bolgesi bag alanlarinda yapilan c¢alisma (Hosseinalizadeh vd., 2020) disinda diinyada
herhangi bir calismaya rastlanmamistir. 2016 yilinda yapilan ¢alismada (ADU BAP ZRF-
16009 nolu proje) Ege Bolgesinin bag alanlarindan elde edilen 80 P. viticola izolatinin

sekizinde dsRNA’nin varlig1 belirlenmistir (Hosseinalizadeh vd., 2020).

P. viticola izolatlarinda belirlenen dsRNA’nin tanilanmasi ve dSRNA igeren
izolatlarin virtilensliklerinin belirlenmesine yonelik arastirma ilk kez gergeklestirilmistir. Bu
Ozgiin calisma ile Ege Bolgesi bag alanlarinda P. viticola izolatlarindaki dSRNA’nin
molekiiler Kkarakterizasyonun belirlenmesi ve hipovirulentlik etkisinin arastiritlmasi

amaglanmistir. Bu ana amag dogrultusunda;

1. Ege Bolgesinde (Denizli, Manisa, Izmir, Aydm) bag alanlarmda asmalardaki
kahverengi nekrotik doku simptomlar1 gosteren siirgiinlerden fungal 6rnekler toplanmis ve

kiiltiire alinmustir.

2. Elde edilen fungal izolatlarin kiiltiirel 6zelliklerinin degerlendirilmis ve morfolojik

ve molekiiler yontemler ile P. viticola tanilanmistir.

3. P. viticola izolatlarindan dsRNA’lar Balijja vd., (2008) ve Valverde vd., (1990)

yontemleri ile izole edilmistir.

4. dsRNA iceren P. viticola izolatlarinin biyolojik karakterizasyonu (kiiltiirel

ozellikleri) belirlenmistir.

5. dsRNA igeren fungal izolatlarin dikey tasinma kapasitesi 6l¢iilmiis ve viriilenslik

tizerine etKisi arastirilmustir.

6. dsSRNA igeren fungal izolatlarin vejetatif uyum (vc) tipleri saptanarak hypoviriisiin
yatay tasinma kapasitesi belirlenmis ve dsRNA hypoviriisiin viriilenslik {izerine etkisi

arasgtirilmustir.



7. P. viticola izolatlarindan izole edilen dsRNA’larin cDNA kiitiiphanesi olusturularak
de nova Yeni Nesil Dizileme (YND) ile tim genom dizi okumasi yapilmis ve filogenetik
analizler ile elde edilen veriler NCBI GenBank da kayitlar1 yapilarak Accession

Number’lar1 alinmistir.

Calisma sonucunda ulasilmak istenenen en 6nemli hedef olan asmada 6liikol hastalik
etmeni olan P. viticola’ya ait mikoviriis oldugu tahmin edilen dSRNA’nin tiim genom dizisi

belirlenerek molekiiler tanist yapilmis ve hipoviriilenslik iliskisi saptanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Phomopsis viticola Etmeninin Isimlendirilmesi ve Diinyada Yapilan Cahsmalar

Gilinimiizde anamorf Phomopsis cinsi igerisinde 900’iin {izerinde tiir oldugu
bunlardan 180 kadarinin teleomorf Diaporthe cinsi ile iliskili oldugu bildirilmistir (Uecker,
1988; Wicks ve Rawnsley, 2002). Ancak ge¢cmiste farkli arastiricilar tarafindan yapilan
sinonim isimlendirmeler, bazi anamorf Phomopsis tiirler arasinda saptanan genetik
uzakliklar ve morfolojik (koloni sekli, koloni rengi, konidi olusumu vb.) ve patojenik
Ozelliklerdeki farkliliklar (belirti tipleri ve konukgu tercihleri) bu cinsin taksonomisinde

kafa karisikligina neden olmustur (Wicks ve Rawnsley, 2002).

Ilk olarak 1880 yilinda éliikol etmeni Saccardo tarafindan Phoma viticola Sacc. adiyla
tanilanmigtir. Daha sonra, 1885 yilinda Britanya’da Cooke tarafindan Phoma viniferae
Cooke olarak adlandirilmistir. 1905 yilinda Saccardo ABD-New York Eyaletin’deki
hastalikli asma orneklerinden izole edilen Phoma viticola’yr ilk kez Phomopsis viticola
(Sacc.) Sacc olarak adlandirmigtir (Mostert vd., 2001). Yillarca o6liikkol hastaligina
yanlislikla 0 yillarda asmalarda goriilen bir baska etmenin (Eutypa lata) neden oldugu
diistiniilmis ve tek bir hastalik olarak ele alinmistir. Ancak Eutypa lata’nin tanilanmasindan
sonra oliikol olarak bilinen hastalik iki farkli hastaliga ayrilmistir (Moller ve Kasimatis,
1978). Yogun siirgiin 6liimlerine neden olan Eutypa lata’nin olusturdugu hastaliga Eutypa
geriye olumii (Eutypa die back), P. viticola’nin neden oldugu yaprak ve siirgiin lekelerinden
olusan hastaliga ise Phomopsis siirgiin ve yaprak leke hastaligi (Phomopsis cane and leaf

spot) ad1 verilmistir. Ancak tilkemizde hastalik hala 6liikol olarak adlandirilmaktadir.

Anamorf cins P. viticola’nin tanis1 genel olarak eseysiz iireme yapilarina bakilarak
yapilmaktadir. Tiim Phomopsis tiirlerinde oldugu gibi P. viticola’da a ve B olmak tizere iki
farkli piknidiospor iiretmektedir (Uecker, 1998). 1911 yilinda P. viticola’nin teleomorfu tek
hiicreli askosporlara sahip Cryptosporella viticola olarak bildirilmis ancak giliniimiizde
birgok Phomopsis’in teleomorf formunun iki hiicreli askosporlar1 olan Diaporthe oldugu
molekiiler ¢aligmalarda ortaya konmustur (Niekerk vd., 2005). Bu iki teleomorf fungus

Diaporthaceae familyasinda yer almaktadir. Giliniimiizde hastalik etmeni dogada anamorf



formda bulunan fungal patojen P. viticola olarak bildirilmistir (Niekerk vd., 2005). Etmenin
teleomorf formu bazi molekiiler belirteglere iliskin DNA dizilim analizleri sonucunda
Diaporthe ampelina ile iliskilendirilmis olsa da hastalik etmeni hala anamorf formu ile

anilmaktadir.

Oliikol hastalig: olarak bilinen Phomopsis Siirgiin ve Yaprak Leke Hastaligi diinya
capinda birgok bagcilik yapilan bolgelerde onemli bir fungal hastaliktir. Gegmisten bu giine
kadar hastalik bir¢ok tilkeden rapor edilmistir (Erincik, 2002). Giiney Afrika’da, hastalik ilk
olarak 1935 yilinda fark edilmis ve daha sonra Du Plessis tarafindan 1938 yillinda rapor
edilmistir (Moster, 2000). Hastalik 1958 yilinda ABD’de bag alanlarinda %50 oraninda
asmalarda verim kaybina neden olmus ve 1997 yilinda ise Ohio eyaletinde %30 oraninda
verim kaybina yol actigi rapor edilmistir (Erincik, 2002). Merrin vd. (1995) 1995 yilinda ilk
kez Avustralya bag alanlarindan toplanan 144 siirgiin 6rneginden izole edilen Phomopsis
izolatlarim1 morfolojik ve cografi Ozellikleri agisindan simiflandirmiglardir. Calisma
sonucunda Phomopsis izolatlarinda alfa konidi boyutlari, piknidia sekli ve in vitro
sporiilasyon orani temelinde dort biyotipinin varligi saptanmustir. Bu biyotiplerden en
yaygin olaninin yaprak ve siirgiin lekesi belirtilerine neden olan P. viticola oldugu
bildirilmistir (Mostert vd., 2000; Scheper vd., 2000). Phillips vd. (1999)’nin Portekiz bag
alanlarinda bir Diaporthe tiiriinii tespit ettiklerini ve bu tiiriin Avustralya asmalarini enfekte
eden P. viticola’nin takson 1’in teleomorfu olan D. perjuncta olarak tanimladiklarini ifade
etmislerdir. Mostert vd. (2000) Phomopsis tiirlerini 6ncelikle alfa-konidi ve konidioforlarin
morfolojisi, kiiltiirel Ozellikleri ve patojenisitelerine gore tanilamiglardir. Daha sonra
molekiiler yontemler ve DNA dizilimi tekniklerini kullanarak asmada Phomopsis tiirlerinin
birbirinden ayrilmasimi gergeklestirmislerdir (Mostert vd., 2000). Merrin vd. (1995) 1995
yilinda Avustralya bag alanlarinda D. perjuncta (eski adiyla Phomopsis takson 1) ve P.
viticola (Phomopsis takson 2) etmenlerinin, Phomopsis siirgiin ve yaprak lekesi hastaligiyla
iligkili oldugunu bildirmislerdir (Mostert vd., 2000). Ancak 2004 yillinda Rawnsley vd.
(2004) Avustralya bag alanlarindan topladiklar1 siirgiin 6rneklerinden elde ettikleri fungal
izolatlarin patojenisite testleri sonucu D. perjuncta’nin Phomopsis siirgiin ve yaprak lekesi
hastaligiyla iligkili olmadigin1 ve asmada bir endofitik fungus oldugunu saptamislardir
(Rawnsley vd., 2004). ABD ve Avrupa bag alanlarindan Phomopsis siirgiin ve yaprak leke
belirtileri sergileyen siirgiinlerden toplam izole edilen 80 Phomopsis izolatinin DNA
sekanslamasi sonucu ikisi harig tiim izolatlarin P. viticola oldugu saptanmistir (Schilder vd.,

2005). Daha sonra 30 izolat segilerek misel biiytime orani, konidiyal boyut, yaprak ve



slirgtinlerinde patojenisite agisindan in vitro kosullarinda degerlendirilmis ve P. viticola
izolatlariin tiimiiniin asmada hastaliga neden oldugu, ancak viriilenslik agisindan farklilik
gosterdigi ifade edilmistir (Schilder vd., 2005). 2002-2004 yillarinda ABD’nin Ohio
eyaletinin bag alanlarindan Phomopsis siirgiin ve yaprak lekesi hastaligina neden olan P.
viticola’nin bolgede hastalik durumunu belirlemek icin Nita vd. (2008) 3 yil boyunca eyalet
capinda yaptiklar1 siirvey c¢alismasinda bag alanlarinda P. viticola etmeninin asmalar
tizerindeki hastalik siddetini degerlendirmislerdir. Bu degerlendirmeler sonucunda yapraklar

ve siirglinlerde ortalama hastalik oraninin sirasiyla %42 ve %50 oldugunu saptamiglardir.

Santos vd. (2010) cesitli bitkilerden izole edilen Diaporthe ve Phomopsis’in MAT1-1-
1 ve MAT1-2-1 genlerinin bir boliimiinden tasarladiklari spesific primerler ile PCR
yapmusglar ve ardindan filogenetik analizler ile Diaporthe ve Phomopsis etmenlerinin her iki
MAT bolgelerine de sahip olmasi nedeniyle heterotallik fungus oldugunu bildirmislerdir.
Calisma sonucunda tasarladiklar1 bu primerlerin uyumlu mating tiplerinin se¢ilmesinde,
homotallik ve heterotallik tiirlerin molekiiler ayriminda ve tiirlerin giivenilir bir sekilde
tanimlanmasinda kullanilabilecegini ifade etmislerdir. ABD’nin Kaliforniya eyaletinin bag
alanlarinda P. viticola etmeninin asmalarda siklikla rastlanan etmen oldugunu ve ekonomik

diizeyde hastaliga yol agtigmi Urbez-Torres vd. (2012) bildirmislerdir.

Phomopsis siirgiin ve yaprak lekesi (P. viticola) hastaliginin diger odun hastaliklari ile
birlikte goriildiigi Kuzey Amerika’nin bag alanlarinda toplam 23 farkli alandan 190
hastalikli siirgiin toplanmis ve 65 fungal izolat kiiltiire alinmigtir. Kiiltiire alinan izolatlar
morfolojik yapilarina ve filogenetik analizlerlerine gore P. viticola, P. fukushii ve D. eres
olarak tanilanmistir (Baumgartner vd., 2013). 2014 yillinda ilk kez Tunus bag alanlarindan
toplanan siirgiin 6rneklerinden PCR ve DNA sekans analizleri yapilarak P. viticola ve D.
seriata saptanmistir (Ghnaya-Chakroun vd., 2014). Mundy vd. (2020) 2017 yilinda Yeni
Zelanda’nin Marlborough bolgesi bag alanlarinda asma kurumalarina neden olan asma
govde hastaligi etmenlerinin dagilimi ve tanimlanmasina yonelik yaptiklar arastirmada elde
ettikleri izolatlarin morfolojik 6zelikleri ve DNA dizi analizlerine gore P. viticola oldugunu

belirlemislerdir.
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2.2. Tiirkiye Bag Alanlarinda Oliikol Hastaligi (Phomopsis viticola )

Ulkemizde Ege ve Marmara Bolgeleri bag alanlarinda Phomopsis siirgiin ve yaprak
leke simptomlarini sergileyen asmalardan siklikla P. viticola’nin izole edildigi birgok
aragtirict tarafindan bildirilmistir (Akgil vd., 2015; Awan, 2017; Cetinkaya ve Onogur
2006; Gilingor Savas 2019 ve Yildinim 2014). Ancak tilkemizde oliikol hastaligr ile ilgili
arastirmalarin oldukca az sayida oldugu dikkat g¢ekicidir. Hastalik ilk olarak Karaca ve
Eroglu (1967) tarafindan 1967 yilinda Marmara ve Ege Bélgelerinde goriilmiis ve hastalik,
0 donemde diinyada kabul géren ismi olan 6liikol (Dead-Arm) olarak adlandirilmistir. Daha
sonraki yillarda diinyada hastaligin ismi Phomopsis siirgiin ve yaprak leke hastalig1 olarak
degistirilse de Tiirkiye’de o6liikkol isminde bir degisiklik yapilmamistir. Menemen Bolge
Zirai Arastirma Enstitiisi ve Manisa Bagcilik Arastirma Enstitlisii bag alanlarinda ve
laboratuar kosullarinda P. viticola’nin asma siirgiinleri gozlerinin uyanmasina Ve slirmesine
olan negatif etkisi belirlenmis ve ayrica kiiltiirel dnlemlerin dnemi vurgulanmistir (Karaca
ve Eroglu, 1967). Unal ve Onogur, (1991) &liikol hastalig1 etmeni P. viticola’nin kimyasal
miicadelesinde karsilasilan sorunlari ifade etmisler ve dayanikliligin bazi sentetik bilesikler
ve patojen olmayan Phomopsis tiirii ile uyarilmasi yoluyla P. viticola’nin bitkideki
gelisiminin onlenebilecegini belirlemislerdir. Cetinkaya ve Onogur (2006) Manisa Merkez
flgesinde yer alan organik ¢ekirdeksiz iiziim baglarinda yaptiklar1 gozlemlere gére Sliikol
hastaliginin bolgede ileri yillarda biiyiik bir sorun yaratabilecegini ifade etmislerdir
(Cetinkaya ve Onogur, 2006). Ozben (2011) Ankara ili bag alanlarinda 6liikol hastalig:
belirtilerini sergileyen asmalardan toplamis oldugu siirgiinlerin iizerinde olusan piknitler ile
preparatlar hazirlamis P. viticola’yr morfolojik yapilarma gore tanimlamistir. Manisa-
Akhisar Ilge Gida Tarim ve Hayvancilik Miidiirliigii, 2016 yilinda yapmuis olduklari arazi
kontrolleri neticesinde baglarda yaz miicadelesi diizgiin yapilmadigindan ve gerekli
onlemler yeteri kadar alinmadigindan dolay1 baglarda o6liikol hastaliginin ¢ok yaygin
oldugunu bildirmislerdir (TOB, 2016). Ege Bolgesi bag alanlarindan toplanan siirgiin
orneklerden elde edilen 23 adet Phomopsis izolatinin 6zellikleri belirlenmistir (Awan,
2017). Molekiiler tanis1 ve gen dizilimleri belirlenen tiim izolatlar P. viticola (Diaporthe
ampelina) olarak tanilanmistir. Buna ilave olarak Phomopsis izolatlarmin sicak Su
uygulamalarina ve bazi fungisitlere karsi duyarliliklart da incelenmistir (Awan, 2017).
Giling6r Savas (2019) 2013-2018 yillarinda, Ege Bolgesinde Manisa ve Marmara Bolgesinde

Bursa ve Tekirdag illeri bag alanlarindan odun doku hastaligi sergileyen asmalardan aldigi
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ornekleri morfolojik yapilarina gore inceleyerek etmenin P. viticola oldugunu belirlemistir.
Daha sonra Real Time (RT)-PCR da elde edilen PCR fiiriinlerinin DNA dizilimlerine gore
etmenin P. viticola oldugu saptanmustir (Giingdr Savas, 2019). Ege Bolgesinin izmir ve
Manisa illerinden o6liikol hastaligi belirtilerini sergileyen asmalarin siirgiinlerinden 86 6rnek
steril bag makasi ile kesilerek alinmig ve siirgin orneklerinden izolasyon yapilmistir.
Ardindan kiiltiire alinan izolatlar morfolojik o6zeliklerine goére degerlendirilmis ve 80

izolatin P. viticola oldugu saptanmigtir (Hosseinalizadeh vd., 2020).

2.3. Oliikol Hastahg ile Miicadele

Diinyada bag iiretim alanlarinda &liikol hastaliginin 6nemli {irin kayiplarina yol agtigi
bildirilmistir (Nair vd., 1998). Ayni sekilde hastaligin tilkemizde de verim kayiplarina yol
act1g1 ifade edilmistir (Kaskaloglu vd., 1975). Oliikol hastaligimin 1958 yilinda ABD bag
alanlarinda %50 oraninda verim kaybina neden oldugu belirlendikten sonra 1997 yilinda,
ABD nin Ohio eyaletinde bu oranin % 30 oraninda oldugu rapor edilmistir (Erincik, 2002).
Etmen o yil verimi direkt olarak etkiledigi gibi, ertesi yilin iriiniinii olusturacak gozleri de
tahrip ederek ciddi kayiplara neden olmaktadir. Nemli ve iliman boélgelerde asma
yetistiriciligi yapilan alanlarda hastalik siddetinin yiiksek oldugu ve bu bolgelerde hastaligin
%30 oraninda verim kayiplarina neden oldugu saptanmustir (Urbez Torres vd., 2013).
Ulkemiz Ege Bolgesi Manisa ilinin tiim bag alanlarinda yaygimn olarak goriilen 6liikol
hastaliginin, dip gézlerin uyanmamasi, gelisme ve olgunlasma doneminde siirgiinlerin zay1f
gelismeleri sonucunda siirgiin ve salkimlarin kurumalarina yol agarak 0 yilin ve ertesi yilin
verimini 6nemli &lgiide diisiirdiigii bildirilmistir (TOB, 2016). Oliikol hastaliginin
miicadelesi tizerinde basta Amerika Birlesik Devletleri, Avustralya ve Fransa olmak iizere
birgok iilkede arastirmalar yiritiilmiistir (Castillo-Pando vd., 1997; Kaskaloglu vd., 1975
ve Nair vd., 1998). Ulkemizde 6liikol ile bulasik alanlarda hastalikl1 bitki siirgiinlerinin kis
budamasi sirasinda kesilerek uzaklastirilmasi ile dormant dénem ve yesil aksam fungisit
uygulamalarinin 6nemli bir yer tuttugu bildirilmistir (Kaskaloglu vd., 1975). Ancak
hastaligin yogun olarak goriildiigii yerlerde tek basina sanitasyonun basarili olmadig: ve bu
nedenle fungisit kullaniminin zorunluluk haline geldigi bildirilmistir (Kaskaloglu vd.,
1975). ABD’nin bag alanlarinda P. viticola siklikla goriilmekte olup {iziim iiretimini ciddi

bir oranda etkilemektedir. Patojen enfekte olmus asmalarda kisi gegirerek bahar mevsiminde
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piknidler olusturup yagmur sigramalari ile konidilar yayilarak enfeksiyou baslattigi igin
hastaligi kontrol altina almak igin belirli miicadele stratejisinin  gelistirilemedigi
bildirilmistir (Nita vd., 2006). Ardindan P. viticola i¢in bir miicadele stratejisi olusturmak
icin, sera kosullarinda P. viticola’nin konidiyal siispansiyonunu yaprak ve siirgiinlere
piskiirmiisler ve 24 saatlik 1slaklik, 4 saatlik kuruma siiresinden sonra P. viticola’ya kars1
kullanilan koruyucu fungisitlerin (Mancozeb, Azoxystrobin) uygulamasinin yani sira etkili
hastalik uyar1 sisteminin temel 6n sart oldugunu ve adjuvantlar-fungisit (JMS Stylet-Oil ve
Regulaid) karisimlarmin ise hastaligin kontroliinde etkili olmadigini bildirmislerdir. Daha
sonra yine ayni arastiricilar, ABD’nin Ohio eyaletin bag alanlarinda Phomopsis siirgiin ve
yaprak lekesi hastaligi etmeni igin onerilen fungisitlerin kullanilmasina ragmen hastaligin
bulunma oraninin %50 den asagilara diismedigini bildirmislerdir (Nita vd., 2008). Latinovic
vd. (2008)’de asmada kiilleme hastaligina karsi kullanan bazi fungisitlerin (prochloraz,
fenarimol, triadimefon) 6liikol hastaliginda etkisiz oldugunu bildirmislerdir. Yine ABD’nin
bag alanlarinda tim fungal hastaliklarina karsi ruhsathi bulunan 46 fungisitten sadece
besinin tatmin edici diizeyde P. viticola’da etkili oldugu bildirilmistir (Adaskaveg vd.,
2010). Bu bulgulara ilave olarak birgok arastirict bag alanlarinda goriilen 6nemli fungal
etmenlere (Erysiphe. necator, P. viticola ve B. cinerea) karsi kullanilan bazi fungisitlerin P.
viticola’nin tizerinde etkili olmadigimi bildirmislerdir (Adaskaveg vd., 2010; Eviotdale vd.,
2003). Ayrica organik tiziim yetistiriciligi yapilan alanlarda yaz ilaglamalarinda P. viticola
etmenine kars1 kullanilabilecek etkili bir fungisit olmadigimi ve bu nedenle bu alanlarda
oliikol hastaligi ile miicadelede sorunlar yasandig: ifade edilmistir (Cetinkaya ve Onogur,
2006). Bunun disinda, P. viticola’ya kars1 etkili bulunan fungisitlerin asir1 ve diizensiz
kullanim1 nedeniyle B. cinerea gibi fungal etmenlerin fungisitlere kars1 dayanikli olmasina
sebep olmakta ve bag alanlarinda fungal hastaliklar ile miicadelede c¢esitli riskler
tasimaktadir (Nair vd., 1998). Ayrica hastalik nedeniyle olusan salkim ve meyve
cliriimelerinin Oniine ge¢cmek amactyla kullanilabilecek fungisitler {iriin {izerinde kalinti
birakma riski de barindirmaktadirlar. Bu kalintilar bilindigi {izere insanlar, hayvanlar ve
cevre lizerinde olumsuz etkilere sahiptirler (Komarek vd., 2010; Wigtwick ve Allinson
2007). Nitekim g¢evreye olumsuz etkileri dolayisiyla Avustralya’daki baglarda oliikol
hastaligr miicadelesinde kullanilan sodium arsenite, dinitrobutylphenol ve dinitro-ocresol

gibi fungisitlerin kullanilmasi yasaklanmistir (Castillo-Pando vd., 1997).

Birgok arastirici yukarida bahsedilen nedenlerle biyolojik ajanlar ve alternatif

kimyasallarin fungal patojenlerin kontroliinde kullanilmasini 6nermislerdir (Hoegger vd.,
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2003; Robin ve Heiniger, 2001; Yildinm, 2014 ve Zheng vd., 2014). Bir¢ok fungal
hastaligin miicadelesinde arastiricilar gevreye ve insan sagligina zarar vermeyen biyolojik
miicadele ¢alismalarina yonelmislerdir (Ahn ve Lee, 2001; Nuss, 2005 ve Xie ve Jiang,
2014). Phomopsis spp. kaynakli hastaliklarin 6nlenmesinde de biyolojik ajanlarin
kullanilmast 6n plana ¢ikmistir. Bu miicadele yontemlerinden birisi olan hipoviriilent
mikoviriislerin  kullanilmasi, patlicanda P. vexans ve soya fasulyesinde P. longicolla

tizerinde kontrol saglayabilecegi arastiricilar tarafindan saptanmistir (Zhang vd., 2015).

2.4. Phomopsis Tiirlerinde Mikoviriis Calismalar:

Mikovirtisler enfekte ettikleri fungal hiicrelerde replike olan ve hiicreler arasinda
yayilis gosteren obligat parazitlerdir. Mikoviriislerin genomlar, DNA'ya da RNA’dan
olusan tek sarmalli (ss-single-stranded) ya da ¢ift-sarmalli (ds-double-stranded) niikleik
asitlerden olusmaktadir (Nuss, 2011). Bitkide fungusun neden oldugu hastalik belirtisi ile
dogrudan iligkili degil, ancak konukgularinda bazi fenotipik degisikliklere yol agtiklari
bilinmektedir (Ghabrial vd., 2015). Mikoviriisler fungal konukgularinda biiylime ve gelisme,
sporiilasyon, pigmentasyon ve enzim aktivitelerinde degisikliklere yol agmaktadir.
Mikovirtsler ile enfekteli fungal izolatlarin viriilensliginin arttigina (hiperviriilenslik) ya da
azaldigina (hipoviriilenslik) dair pek ¢ok rapor bulunmaktadir (Dawe ve Nuss, 2001; Nuss,
2000 ve 2005).

Ilk mikoviriis 1962 yilinda Agaricus bisporus’da A.B.D.’nin Pensilvanya
(Pennsylvania) eyaletinde La France kardeslerin mantar giftliginde ortaya cikarilmistir
(Ghabrial vd., 2015). 1962 yilindan bugiine kadar baz1 bitki fungal hastaliklarda ¢ok sayida
mikovirlis arastiricilar taraflarindan saptanmig olup bunlarin bazilart bitki fungal
hastaliklarina karsi1 biyolojik ajan olarak kullanilmaktadir (Ghabrial vd., 2015). Uluslararasi
Viriis Taksonomisi Komitesi’nin (ICTV) onuncu raporuna gore, bugiine kadar 250’den fazla
mikovirlis genomunun tanist yapilmis ve bunlar 17 familyada yer almistir (Li vd., 2019). Bu
familyalar ~ Chrysoviridae, = Endornaviridae, = Megabirnaviridae, = Quadriviridae,
Partitiviridae, Reoviridae, Totiviridae, Alphaflexiviridae, Barnaviridae, Deltaflexiviridae,
Gammaflexiviridae, = Hypoviridae, = Narnaviridae, = Mymonaviridae, = Metaviridae,
Pseudoviridae, Genomoviridae’dir. Mikoviriisler {izerinde yapilan bir¢ok ¢aligmada

mikoviriisin genom yapisinin dSRNA (¢ift sarmalli RNA) oldugu bildirilmistir (Yu vd.,
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2010). Cryphonectria parasitica, Ophiostoma novo ulmi, Magnaporthe oryzae, Sclerotinia
sclerotiorum, B. cinerea ve Helminthosporium victoriae gibi bazi 6nemli bitki fungal
patojenlerde dsRNA mikoviriislerinin varligi belirlenmis ve hipoviriilenslikle iliskili oldugu
saptanmustir (Ghabrial ve Suzuki, 2009).

Cin’de bugday orneklerinden izole edilen Fusarium poae izolatindan 9 ve 2,5 kb lik
iki segmentli dsRNA (L-dsRNA ve S-dsRNA) Valverde vd. (1996)’nin yo6ntemini
kullanarak Wang vd., (2016) tarafindan izole edilmistir. Elekroforerezde elde ettikleri L-
dsRNA fraksiyonunu agaroz jelden keserek saflastirmiglar ve CDNA kiitiiphanesini
klonlamada rastgele primerler kullanarak olusturmuslardir. Ardindan Sanger sekanslamasini
ile DNA dizi analizlerini yapmuslardir. Sekans sonuglarii1 Computer-assisted sequence
assembly programi kullanilarak analiz edilmis L-dSRNA’nin, birbirinin dstiine gelen iki
dsRNA segmentinin oldugunu tesbit ederek L-dsSRNA, L-1 ve L-2 ismini vermislerdir.
Sekans uzunluklari sirasiyla 9,5 ve 9,4 kb olan L-1 ve L-2 dsRNA’ya gegici olarak sirasiyla
"Fusarium poae dsRNA virus 2 (FpV2)" ve "Fusarium poae dsRNA virus 3 (FpV3)" olarak
isimlendirilmistir. Bu iki yeni mikoviriisiin genom dizi analizlerini DNAMAN Yazilim
(Lynnon Biosoft, San Ramon, CA, USA) programi kullanilarak NCBI da ORF Finder ile
FpV2 ve FpV3’de hypothetical ve RdRp proteinlerini kodlayan iki biiyiik, agik okuma
cergevesini (ORF1 ve 2) tesbit edilmistir. Filogenetik agag RdARp proteinin amino asit
dizilerini kullanarak Totiviridae ailesinin 14 iiyesi, Chrysoviridae ailesinin dort iiyesi,
Phlegivirus cinsinin iki iiyesi, tanimlanmayan dsSRNA viriisleri ve Megabirnaviridae ve
Partitiviridae ailelerinden ti¢ dsSRNA viriisinii segerek FpV2 ve FpV3 ile hizalanarak
MEGA 6 programinda Neighbour Joining 1000 replicate bootstrap metodunu kullanarak
filogenetik aga¢ olusturulmus ve her iki mikoviriis siniflandirilmamis dsSRNA viriisleri ile
kiimelenirken FpV2 tarafindan kodlanan RdRp proteinleri sirasiyla Macrophomina
phaseolina double-stranded RNA virus 2 (% 36) ve Phlebiopsis gigantea mycovirus dsRNA
2 (% 36) ile en yiiksek sekans 6zdesligini gosterdigi saptanmistir. Ayrica FpV3 tarafindan
kodlanan RdRp, Fusarium graminearum dsRNA mycovirus 3 (%44), Sclerotinia
sclerotiorum nonsegmented virus L (44%) ve Grapevine associated totivirus-2 (44%) en
yiiksek sekans ozdesligi de tesbit edilmistir. Sonu¢ olarak bu iki dsRNA’y1 yeni bir
mikovirts ailesinin temsil etigini ve atanmamis bir dSRNA viriis grubuna ait oldugunu ifade
etmiglerdir. Bu iki yeni mikoviriisiin genomundan spesifik primerler tasarlanmis ve sekans
analizleri ile mikoviriisin genom organizasyonu ve filogenetik analizleri yapilarak

Fusagraviridae olarak adlandirilan yeni bir mikoviriis familyas: 6nerilmis ve FpV2 ile
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FpV3 mikoviriislerinin bu aile iiyesinde oldugu belirlenerek sirasiyla KU728180 ve

KU728181 erisim numaralari ile GenBank veri tabanina kaydi yapilmustir.

Phomopsis ile iliskili olan elma patojeni Diaporthe ambigua’da mikoviral dssRNA’nin
fungus tizerindeki etkileri tlizerinde yapilan g¢alisma sonucunda, mikoviriis dsRNA’nin
fungusun laktaz enzimini, spor ve pigment olusumunu azalttigi belirlenmistir. Mikoviriis
dsRNA’nin fungal hifler arasinda anastomosis yoluyla gecis yaptigi saptanmistir (Smit vd.,
1996). Ayrica elma fidanlarina yapilan patojeniste testi sonucunda dsRNA igeren izolatlarin
dsRNA icermeyen izolatlara gore daha az hastalik olusturdugu tespit edilmistir (Smit vd.,
1996).

Preisig vd. (2000) Giiney Afrika’da elma ve seftali agaglarinin meyvelerinde kuruma
ve aga¢ Olimiine neden olan Diaportha ambigua izolatlarindan 4 kb’lik dSRNA
mikovirtisiinic Valverde vd. (1990)’nmin dsSRNA izolasyon yontemi ile saptamislardir.
Ardindan mikoviral dSRNA RT-PCR ile tanilanip dizi analizi yapilmis ve Diaportha
ambigua RNA virus (DaRV) olarak isimlendirilen yeni bir mikoviriis saptanmistir (Preisig
vd., 2000). Phomopsis spp.’in telemorfik grubunda yer alan Diaporthe perjuncta asmada
yaygin ve onemli bir fungal etmendir. Giiney Afrika’da Moleleki vd., (2003) Diaporthe
RNA Virus (DaRV)’iniin, fungusun sporulasyonunu ve pigmentasyonunu azalttigini
saptamiglardir. Bu mikovirlis in vitro kosullarinda dsRNA viriisii igermeyen fungus
strainlerine aktarildiginda viris iligkili avirtilent fenotipik o6zelliklere sahip strainler elde
edilmistir. D. perjuncta’nin viriilensligindeki gerilemeye yol agan bu mikoviriisiin biyolojik
miicadele ajan1 olarak gelistirilebilecegi de bildirilmistir (Moleleki vd., 2003). Daha sonra
yine D. perjuncta izolatlarindan Valverde vd. (1990)’nin dsRNA izolasyon ydntemi
kullanarak 4.1 kb’lik Diaporthe RNA virus 1 (DRV1) izole edilmistir (Moleleki vd., 2011).
Bu mikoviriis dsSRNA’sinin D. ambigua ve Phomopsis spp. izolatlarina in vitro kosullarda
aktarilmasi ile D. ambigua izolatlarinda misel gelisimi ve yogunlugunun azalmasina neden
olurken Phomopsis spp. izolatlarinda herhangi bir etkiye neden olmamistir (Moleleki vd.,
2011).

Diaporthe tiirleri, diilnyada bagcilik yapilan alanlarda asma govde hastaliklarina neden
olmakta ve diinya ¢apinda yaklasik 1.5 milyar dolar ekonomik zarar vermektedir (Gramaje
vd., 2018; Hofstetter vd., 2012). Tiirler iginde Diaportha rudis etmeni asmada 6nemli
patojenlerden biridir ve diinyadaki tiim 6nemli bagcilik bolgelerinde kanserler ve diger 6lim
simptomlarina neden olmaktadir (Urbez-Torres vd., 2013; Van Niekerk vd., 2005).

Kocanova vd. (2020) Cek Cumhuriyeti’nin bag alanlarindan toplanan D. rudis

16



izolatlarindan small RNA ve total RNA dizileme tekniklerini kullanarak yeni bir mikoviriis
saptamiglar ve bu yeni mikoviriisiin tam genom analizi igin RNA high throughput
sequencing (Next Generation Sequencing) yontemini kullanmislardir. Bunun igin ilk dnce
fungal izolattan dsSRNA (Morris ve Dodds, 1979; Tuomivirta vd., 2002) izole edilmis ve
DNA sekans analizleri ile Small-RNA kiitiiphanesi olusturulmustur. SPLIT RNA
Ekstraksiyon Kiti (Lexogen, Viyana, Avusturya) kullanilarak fungal misellerden total RNA
izole edilmis ve DNase | (Thermo Scientific, MA, ABD) ve A Ribo-Zero rRNA Removal
Kit (Human/Mouse/Rat) enzimleri uygulanmis, ardindan Illumina TruSeq® Kkiti ile cDNA
kiitiiphanesi ve NovaSeq6000 (lllumina, San Diego, CA) ile ¢ift tarafli (2 x 101 nt)
sekanslama yapilmistir. Elde edilen DNA sekans verilerine gore mikoviriisiin tam
genomundan spesifik primerler tasarlanarak PCR ile bulgular dogrulanmistir. Calisma
sonucunda Mitovirus cinsinden saptanan yeni mikoviriis Diaporthe rudis mitovirus 1
(DrMV1) olarak isimlendirilmis ve elde edilen veriler Gen Bank’a kaydedilmistir
(Kocanova vd., 2020).

Baz1 Phomopsis tiirlerinde mikoviral dsRNA’lar belirlenmis ve bu mikoviriislerin
genom yapilar1 ve hipoviriilenslikle iliskileri {izerinde g¢alisilmistir. Phomopsis longicolla
soya fasulyesi yetistiren iilkelerin ¢ogunda tohum ¢iiriimesine neden olarak tohum kalitesini
onemli Olgiide diisiiren bir hastalik etmenidir (Sinclair, 1993). Koloniuk vd. (2014) soya
fasulyesinden elde edilen P. longicolla (ME711) izolatlarindan Castillo vd. (2011)’nin
yontemini uygulayarak dsRNA izolasyonu yapmuslar ve SuperScript® Il Reverse H
ReverseTranscriptase Kitini  kullanarak cDNA sentezlemislerdir. Ardindan BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit kullanilarak ABI 3730 DNA Analyzer sisteminde bu
dsRNA’nin sekansi gergeklestirilmistir. Sekans bilgileri CLC Main Workbench 6.7.1 (CLC
bio, Denmark) ile analiz edilmistir. Mikoviriis (PIHV1)’iin tiim genom sekansi ardagik RT-
PCR ile tanilanip 5' ve 3' terminal dizileri MINT Universal cDNA Sentez Kiti ile
cogaltilmistir. Filogenetik analiz maximum-likelihood metodu kullanilarak yapilmuistir.
Sonug olarak Phomopsis longicolla hypovirus 1 mikoviriisiiniin Hypoviridae familyasinin
Betahypovirus genusunda oldugu saptanmustir (Koloniuk vd., 2014). Daha sonra Hrabakova
vd. (2017) P. longicolla dan Morris ve Dodds (1979) yontemini kullanarak izole ettikleri
dsRNA’dan cDNA kiitiiphanesi hazirlamiglardir. Ardindan Illumina platform (Next
Generation Sequencing) ile tim genom dizi analizi ve filogenetik analiz yapilmistir. Bu
genoma spesifik primerler tasarlanarak PCR ile bulgu dogrulanmistir. Calismada elde edilen

veriler Gen Bank’da alinan erisim numarasi (Accession Number KR997836) ile kayit
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edilmistir. P. longicolla etmeninden elde edilen bu yeni mikoviriis Phomopsis longicolla
RNA virusu 1 (PIRV1) olarak isimlendirilmistir. Bu yeni mikovirlisiin son yillarda S.
sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Magnaporthe oryzae ve Botrytis sp. (Donaire vd., 2016;
Illana vd., 2016; Marzano vd., 2016 ve Marzano ve Domier, 2016) gibi fungal etmenlerden
izole edilen Ourmiaviruses cinsinde saptanan mikoviriisler ile benzer oldugu ifade edilmistir
(Hrabakova vd., 2017).

Patlican Phomopsis yanikligina neden olan Phomopsis vexans, diinyada patlican
yetistirilen alanlarda tahripkar bir fungal hastaliktir. Bu hastaliga kars: etkili bir fungisitin
bulunmamasi nedeniyle biyolojik miicadele ajan1 olarak mikoviriislerin kullanilmasi
amaglanmistir (Zhang vd., 2015). Cin’de yetistirilen patlican bitkilerinden elde edilen P.
vexans izolatlarindan ti¢ segmentli dsSRNA (dsRNA-L 12kbp, dsSRNA-M 5kbp ve dsRNA-S
3kbp) Morris ve Dodds (1979) yontemi kullanilarak izole edilmistir (Zhang vd., 2015).
dsRNA-M segmenti rastgele hexadeoxynucleotide primerleri (Takara) ve tasarladiklari
spesifik primerler kullanilarak cDNA kiitiiphaneleri olusturulmustur. cDNA {iriinlerinin
hepsi pMD18-T vektoriinde (Takara) klonlanip DNAMAN ve ClustalX programlari ile
dizilimi yapilmis ve elde edilen sekanslar GenBank veritabanina kaydedilmistir. Takiben
filogenetik agag, MEGA 4’daki neighborjoining metodu kullanilarak 1000 bootstrap
orneklemesi kullanilarak olusturulmustur. Sonuc¢ta Phomopsis vexans RNA virdisi 1
(PvRV1)’in Totiviridae familyasinda ve Victorivirus cinsinde oldugu belirlenmistir. Ayrica
calismada, tanilanan bu dsRNA’nin hipoviriilenslik ile iliskili olabilecegi diistiniilerek
gelecekte biyolojik miicadelede kullanilabilecegi ifade edilmistir (Zhang vd., 2015). Daha
sonra Zhang vd. (2020) yilinda patlicandan izole edilen P. vexans (PvHZ002) izolatlarinda
Partitiviridae familyasinda, 2 segmentli dsRNA1 (1,662 bp) ve dsRNA2 (1,628bp)
Phomopsis vexans partitivirus 1 (PvPV1) olarak isimlendirilen yeni bir mikoviriis
saptanmustir (Zhang vd., 2020). Calismada Morris ve Dodds (1979) yontemi ile dSRNA
izole edilmis ve ardindan rastgele heksaniikleotid primerlerini ile cDNA kiituphanesi
olusturularak sekans analizleri yapilmistir. Sekans sonucunda elde edilen veriler erisim
numaralar1 (MT711194 ve MT711195) ile GenBank veri tabanina kaydedilmistir.
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2.5. Tiirkiye’de Mikoviriisler Uzerinde Calismalar:

Ulkemizde yapilan birgok ¢alisma, mikoviriislerin funguslar iizerindeki etkisini ortaya
¢ikarmak yoniindedir. Bu etkinin viriilensi diisiiren dsSRNA partikiillerinden kaynaklandigi
tespit edilmis ve c¢alismalar viriisle enfekteli funguslarin biyolojik miicadelede
kullanilabilme olanaklar1 iizerinde yogunlastirilmistir. Genellikle mikoviriis konusundaki
calismalar, kestane kanserine neden olan Cryphonectria parasitica’nin hipoviriilent
irklarmin  belirlenmesi ve biyolojk miicadelede kullanilmasi tizerinde olmustur. C.
parasitica da hipoviriilenslige neden olan Cryphonectria hypovirus | (CHVI) iilkemizde
varhigr Karadeniz ve Marmara Bolgelerinde klasik ve molekiiler yontemler kullanilarak
belirlenmistir (Akilli vd., 2013; Celiker ve Onogur 2006 ve Giirer vd., 2001). Bu iki bolgede
dogal olarak hipoviriilensligin yayildigi ve kestane kanserini kontrol ettigi gézlemlenmistir.
Bunun tizerine yapay olarak hipovirulent izolatlarin kestane alanlarina uygulanmasi tizerine
calismalar yiiriitiilmiistiir. Ik olarak {ilkemizde yerel hypoviriilent izolatlarin bahge
kosullarinda uygulama ¢alismalar1 Celiker ve Onogur (2006) tarafindan 2002 ve 2005 yillari
arasinda Manisa ilinin Haciisalar koyiinde yapilmis ve hypoviriilent strain uygulanan bazi

kanserlerin iyilestigi goriilmiistiir.

Aydin Yoresinde yapilan caligmalarda dSRNA iceren etkin bir C. parasitica izolati
bulunmamis (A¢ikgoz vd., 2009) ve diger bolgelerde oldugu gibi dogal bir iyilesme de
tesbit edilmemistir. Yorede hastalik kestane agaglar1 tizerindeki tahribatini stirdiirmiistiir.
Bunun {izerine Karadeniz ve Marmara Bolgelerinden elde edilecek hypoviriilent strainler
kullanilarak Aydin yoresi kestaneliklerinde biyolojik miicadele gergeklestirmek amaciyla
“Hypoviriilent Strainleri Kullanilarak Kestane Kanseri Hastaligi ile Biyolojik Miicadele
Olanaklarinin Arastirilmas: ve Uygulanmas1” konulu (TUBITAK-1001-1140403 BF-01)
proje Prof. Dr. Omer ERINCIK yiiriitiiciiligiinde gerceklestirilmistir. Bu c¢alisma
kapsaminda en etkin hipovirus izolatinin elde edilmesi icin ¢ok sayida CHV1 viriis izolati

tizerinde kapsamli fenotipik ve genetik arastirmalar yapilmistir.

Fitopatojenik funguslardaki viriislerin varliginin belirlenmesi {izerine devam etmekte
olan calismalar, yeni mikoviriislerin tanilanmasina ve literatiire kazandirilmasina olanak
saglamaktadir. Nitekim bugiine kadar hypoviriilent strainlerin varligini ortaya koymak ve bu
strainler kullanilarak fungal etmenlerle miicadele olanaklarini belirlemek amaciyla ¢ok

sayida ¢alisma yiiriitiilmiistiir. Fungal viriislerin belirlenmesi, fungus misellerindeki dsRNA
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varhigimin tespiti ile baslamaktadir. Bu ama¢ dogrultusunda arastirmacilar pek ¢ok onemli
fungal bitki patojenlerinden mikoviral dsRNA’y1 Morris ve Dodds (1979), Valverde vd.
(1990) ve bu yontemlere benzer diger metodlar kullanarak izole etmislerdir (Domingo vd.,
2014; Khalifa vd., 2016; Strauss vd., 2000 ve Zhang vd., 2018).

Fungal virtisler ile ilgili calismalarda ¢ok sayida 6rnek ile calisma geregi, daha pratik
ve giivenilir dSRNA izolasyonu yontemi arayigini beraberinde getirmistir. Hipoviriilent
olabilecegi belirlenen C. parasitica izolatlarinda dsSRNA varligimin belirlenmesi igin iki
farkli (Balijja vd., 2008; Morris ve Dodds, 1979) yontem kullanilarak karsilagtirilan
calismada iki yontemin de fungal misellerden mikoviral dsSRNA’y1 izole etmek igin uygun
oldugu saptanmigtir (Mersin vd., 2018). Balijja vd. (2008) tarafindan gelistirilen yontemin
daha kisa siire gerektirmesi, kullanilan miselyum ve kimyasal madde miktarinin daha az
olmasi ve fenol- kloroform igermemesi gibi avantajlart nedeniyle gelecekte iilkemiz ve
bolgemizde bu konuda yapilacak olan arastirmalara kolaylik sagliyacag: ifade edilmistir
(Mersin vd., 2018). Ozellikle gok sayida fungal izolat ile yapilacak dsRNA izolasyonlarinda
aragtirmaciya zaman kazandirmasi 6nemli bulunmustur. Elde edilen dsRNA’lar ile RT-PCR
yapilarak Cryphonectria hypovirus 1 (CHV-1) un tanis1 yapilarak ¢alisma dogrulanmustir
(Mersin vd., 2018).

Aydm yoresinde pamuk iiretiminde solgunluk hastaligina neden olan Verticillium
dahliae izolatlarinda belirlenen dsRNA’larin tanilanmasi amaciyla bir ¢alisma yapilmistir.
Aydm pamuk alanlarindan elde edilen 72 V. dahliae izolatinin 12’sinde dsRNA profili
saptanmigtir (Balc1 ve Agikgoz, 2019). Pamukta V. dahliae mikoviriisiine 6zgii tasarlanan
bir primer olmadig1 igin zeytin Verticillium dahliae partitivirus 1-olive (VdPV1-ol)
mikovirtisiine ait primer (Canizares vd., 2015) ve rastgele hegzamer primeri ile bu dSRNA

virlislinii tanilamamustir.

Aydm yoresinde ekonomik anlamda onemli olan pamuk, kiraz, zeytin ve asma
tirtinlerde hastaliklara neden olan bazi funguslarda dsSRNA mikoviriis varligin1 belirlemek
amaciyla 2016 yilinda bir ¢alisma planlanmistir. Caligmada asmada 80 Phomopsis viticola
izolatinin sekizinde, zeytinde 50 Verticillium dahliae izolatinin birinde, pamukta 50 V.
dahliae izolatinin tigiinde, pamukta 50 Rhizoctonia solani izolatinin altisinda ve kirazda 50
Leucostoma spp. izolatinin {igiinde dsRNA profili elde edilmistir (Hosseinalizadeh vd.,
2020). dsRNA’larin tahmini molekiiler boyutlarinin yaklagik 12 ila 20 kb arasinda

degismekte oldugu saptanmustir. Bir ¢esit tarama niteliginde olan bu arastirma; asmada P.
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viticola izolatlari i¢in orijinal bir bulguya ulagilmasini saglamis ve bu doktora ¢alismasi igin

de temel olusturmustur.

2.6. Yeni Nesil Gen Dizileme Teknolojilerinin Viriis ve Mikoviriislerin Tanilanmasinda

Kullanimi

21. yiizyihn en oOnemli molekiiler biyoloji araglarindan biri olan Yeni Nesil
Dizilimleme YND (Next Generation Sequencing- NGS) yiiksek verim ve diisiik maliyeti
sayesinde geleneksel Sanger dizleme yonteminin yerini almistir (Hosseinalizadeh ve
Acikgoz, 2021). 2005 yilinda ilk kez Yeni Nesil Dizileme teknolojisi-YND, 454
prodizileme teknolojisinin kullanimi ile ticari olarak Solexa firmasi tarafindan erisilebilir
duruma getirilmistir (Hosseinalizadeh ve Agikgoz, 2021; Mardis, 2011 ve van Dijk vd.,
2014). 2007 yilinda Solexa GA firmas: tarafindan gelistirilen Illumina’nin genom sentez
dizileme (http://www.illumina.com) sistemi her c¢alismada 50 milyar baza (Bbp) kadar
okuma yapilabilmekte ve en son modeli her g¢alismada 85 bp’e ulasilabilmistir (Cock vd.,
2010; Kulski, 2015). Son yillarda gelistirilen diger YND sistemleri arasinda yer alan;
Helicos sequencer (http://www.helicosbio.com/), Life Technologies lon Torrent PGM
sequencer (http://www.iontorrent.com), Pacific Biosciences
(http://www.pacificbiosciences.com/) single molecule real-time (smrt) sequencer ve Oxford
Technologies Nanopore (Oxford, UK) single molecule sequencer sistemleri kullanima
sunulmustur (lon-Torrent, 2017; Kizmaz vd., 2017; Nanopore, 2017 ve PacBio, 2017).

YND ile bitki tiim viral genom dizilemesi 2009 yilinda Adams vd. (2009) tarafindan
gerceklestirilmistir. Arastiricilar Pepino mosaic potexvirus (PepMV) enfekteli domates
bitkisinden cDNA dizisi tretmek i¢in metagenomik analiz ile YND’i birlestirerk
kullanmuslardir. Daha sonra bilinmeyen bir patojenle enfekteli Gomphrena globosa bitkisine
uygulanmis ve sonugta bu bitkinin ‘Gayfeather mild mottle viriis’ olarak adlandirilan yeni
bir Cucumovirus ile enfekteli oldugu belirlenmistir (Adams vd., 2009). Bundan sonra YND
yontemi tim Yyeni viriislerin tanilanmasinda kullanilan viral genom dizileme siirecini
hizlandirmistir. Ayn1 yil YND ile viriis enfekteli simptomsuz tatli patateslerden small

RNA'’larin deep sequencing’i ile tiim genom dizilemesi yapilmistir (Kreuze vd., 2009).

Coetzee vd. (2010) ise deep sequencing analiz yontemini kullanarak viriis enfekteli

asmadan Giiney Afrika baglarinda bilinen dort viral etmenin genom dizlemesini
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yapmuslardir. Ayni arastiricilar mikoviriis enfekteli fungal izolatlardan elde ettikleri viral
dsRNA fraksiyonlar1 ile tiim genom dizilimi gerceklestirmislerdir. dSRNA genom
dizelemesi Illumina Genome Analyzer Il sentezleme yontemi kullanilarak yapilmis ve 837
megabazlik metagenomik dizi elde edilmistir. Al Rwahnih vd. (2011) asmada
Chrysoviridae, Hypoviridae, Narnaviridae, Partitiviridae ve Totiviridae familyasinda yer
alan bazi mikoviriislerin dizilimini yine YND kullanarak tesbit etmislerdir. Daha sonra
Maize chlorotic mottle viriis (MCMV) ve Sugarcane mosaic viris (SCMV)’unun
genomlarmin tanilanmasi ve karakterizasyonu i¢in YND uygulanmigs ve yontemin viral
etmenlerin hizla tanilanmasi igin uygun bir teknik oldugu ifade edilmistir (Adams vd.,
2013). Espach vd. (2013) asma bitkisinde Chalara elegans ve S. sclerotiorum izolatlarindan
Valverde vd. (1990)’nin yontemine gore dSRNA izolasyonu yapip ScriptSeq ™ v2 RNA-
Seq cDNA Kkiti (Epicenter) ile random hexamer primer kullanarak cDNA kiitiiphanesi
sentezlemislerdir. Bunu takiben YND (Illumina HiScanSQ) yontemi ile dizi analizi
yapmiglar ve bu mikoviriislerin NCBI’da Endornavirus cinsinde Chalara elegans
endornavirus 1-(CeEV-1) ve Sclerotinia sclerotiorum partitivirus S-like olduklarin
belirlemiglerdir. Ayrica bu mikoviriislerin ORF (ORF finder) tanisi ve protein alani
belirlemek igin NCBI programi kullanilmistir. Bu yeni Endornavirus’in RdRp aa
sekanslari, sekans bilgisi diger bilinen 15 Endornavirus ile karsilastirilarak 1000 bootstrap

yinelemeli olarak UPGMA yontemi ile filogenetik agacini olusturmuslardir.

Adams vd. (2013) Maize chlorotic mottle virus (MCMV) ve Sugarcane mosaic Virus
(SCMV)’unun genomlarmin tanilanmasi ve karakterizasyonu i¢in YND uygulamis ve
yontemin viral etmenlerin hizli tanilanmasi igin uygun bir teknik oldugunu ifade etmislerdir.
Devam eden siiregte YND yontemi kisa siirede viriislerin genomlarinin dizilemesi igin
popiiler bir yontem haline gelmistir. Nitekim baglarda diisiik miktarda viriis enfeksiyonlari
da dahil olmak iizere agronomik onemdeki viriislerin saptanmasinda standart biyolojik
testlerin yerine yeni nesil dizileme (YND) analizinin kullanilmasinin daha iyi sonu¢ verdigi
belirlenmistir (Al Rwahnih vd., 2015).

Hadidi vd. (2016) 2009 yilindan beri bitki virolojisinde uygulanmakta olan NGS’nin
kiigiik RNAs, RNA-DNA bitki viriis ve viroid genomlarini hizli, giivenli ve diisiikk maliyetle
sekanslama olanagmi sundugunu vurgulamislardir. Bu yontem hizli ve giivenilir olmasi
nedeniyle kisa siirede daha once bilinmeyen patojenlerin ve viral genomlarin dizilenmesine
olanak vermis ve genom dizileme siirecinin hizlandirilmasini da saglamistir (Hadidi vd.,

2016). YND tekniklerinin gelismesiyle birlikte son yillarda bir¢ok arastirici, bu teknolojiyi
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kullanarak farkli bitki fungal hastalik etmenlerinde bulunan bazi mikoviriisleri giivenilir ve
hizli bir sekilde tamilanmasini ve Karakterizasyonunu illumina dizileme platformlarin
kullanarak yapmuslardir (Bartholomaus vd., 2016; Hrabakova vd., 2017; Li vd., 2020;
Marvelli vd., 2014; Wang vd., 2019 ve Wang vd., 2020). Donaire vd. (2016), Pandey vd.
(2018) ile Kocanova vd. (2020) asmada fungal hastaliklarina neden olan bazi fungal
etmenlerde bu teknikleri kullanarak yeni mikoviriisler saptamiglardir. Ayrica son yillarda
Phomopsis tiirtinden olan ve soya fasulyesinde tohum ciirtimesine yolagan P. longicolla ve
patlicanda patlican yanikligina neden olan P. vexans etmenlerinden yeni mikoviral
dsRNA’lar YND dizileme tekniklerini kullanarak Hrabakova vd. (2017) ve Zhang vd.
(2020) tarafindan tanimlanmistir. Boylece bu teknolojiler sayesinde bircok yeni
mikoviriisiin tanilanmasi giivenilir ve hizli bir sekilde miimkiin olmus ve mikoviriislerin
taksonomisine de katki saglamistir. Donaire vd. (2016) asmada kursuni kiif hastaligina
neden olan B. cinerea izolatindan total RNA izole etmisler ve YND dizileme teknikleri
(MMumina platformu HiSeq2000) ile cDNA kiitiiphanesi, DNA sekanslamasi ve
biyoinformatik analizler sonrast Emaravirus cinsi ve Bunyaviridae familyasindan olan yeni
mikoviriis, Botrytis cinerea negative-stranded RNA virus 1 sekans verilerini Gen bankasina
kaydetmislerdir. Hrabakova vd. (2017) P. longicolla izolatindan izole edilen dsRNA’y1
DNA dizi analizi i¢in IHlumina platformunu kullanmislar ve ourmia-like mikoviriisiine
benzer yeni bir mikoviriisii (Phomopsis longicolla RNA virusu 1) saptamislardir. ABD bag
alanlarinda kiillemeye neden olan Erysiphe necator izolatlarindan elde edilen dsRNA’lar
Illumina Hi Seq 2000 platformu kullanarak yiiksek verimli sekanslama (high-throughput
sequencing) ile dizi analizi yapilarak Erysiphe necator partitivirus 1, 2 ve 3 (EnPV 1-3) ve
Erysiphe necator mitovirus 1, 2, ve 3 (EnMV 1-3) mikoviriisleri saptanmistir (Pandey vd.,

2018). Asmada 6nemli bir olan patojen D. rudis izolatlarindan izole edilen mikoviral

dsRNA’larin RNA high-throughput sequencing teknikleri kullanilarak sekans analizleri
yapilmis ve Diaporthe rudis mitovirus 1 (DrMV1) mikoviriisii saptanmistir (Kocanova vd.,
2020). Zhang vd. (2020) P. vexans izolatindan Partitiviridae familyasina ait olan 2

segmentli (dsRNA1 ve dsRNAZ2) Phomopsis vexans partitivirus 1 (PvPV1) vyeni

mikoviriisnii YND dizileme tekniklerini kullanarak tesbit etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu arastirma Aydin Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Boliimii sera, iklim odasi ve laboratuvarinda yiirtitiilmistiir. Ege Bolgesinde en yogun asma
yetistiriciligi yapilan Manisa, izmir, Denizli ve Aydm illeri ve ilgelerinden 6liikol hastalig:
belirtisi sergileyen asmalardan alinan 416 siirgiin 6rneginden elde edilen 232 adet fungal
izolat ile calisilmigtir. P. viticola oldugu belirlenen 214 izolatin dSRNA igceren 125°i ile
calisma stirdiiriilmiistiir. dSRNA igeren ve icermeyen 3 P. viticola izolat1 biyolojik
Ozelliklerin karsilastirilmasinda kullanilmiglardir. Agar jelde en iyi dsSRNA profil goriintiisii
veren 50 izolattan dikey tasinmada en iyi performans gosteren 12 izolat viriilenslik ve yatay
taginim testlerinde kullanilmak tizere secilmislerdir. Vegatatif uyum gruplari dSRNA pozitif
125 izolat ile yapilmistir. Tim genom dizi analizi igin, uygulanan testlerde en iyi
performansi gosteren Ve dSRNA jel elektroforez goriintiisii en iyi olan 6 adet dsSRNA pozitif

izolat kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Oliikol Hastalig Belirtileri Sergileyen Omcalardan Fungal Orneklerin Elde

Edilmesi

Ege Bolgesinin Aydin (Kogarli, Nazili ve Kusadasi), Denizli (Cal, Buldan ve Giiney),
Manisa (Alasehir, Salihli ve Saruhanl) ve izmir (Menemen, Kemalpasa ve Bayindir)
illerinden oliikkol hastalik etmeni P. viticola izolatlarmin elde edilmesi i¢in 2018 yilinin
iretim sezonu igerisinde saha c¢alismalari yapilmistir. Arazi ¢alismalar1 sirasinda omcalarin
stirgtinlerinde siyah lekeler, ¢catlamis kabuk dokular1 ve yapraklarda sar1 kiigiik lokal lekeler
gibi (Resim 3.1) olikkol hastaliginin belirtilerini gosteren bitkilerden siirglin &rnekleri

toplanmustir (Resim 3.2). Hastalik belirtilerinin oldugu siirgiinler dip kisimlarindan 5-10 cm
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uzunlugunda olacak sekilde budama makasi ile kesilmis ve her bir bitkiden 6rnek aldiktan
sonra bag makas1 %2 lik camasir suyu ile dezenfekte edilmistir. Ornegin alindig1 omcanin
cografik koordinatlart GPS ile kayit edilmistir (Resim 3.3). Alinan 6rnekler etiketlenerek
kagit torbalar igerisine yerlestirilmis ve giin igerisinde buz kutusunda muhafaza edilmistir.
Giin sonunda, érnekler Aydin Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Boliimii, Fitapatoloji laboratuvarina getirilmistir. Ornekler izolasyon islemlerine kadar +4
°C buzdolabinda muhafaza edilmislerdir. Arazi ¢aligmalarinda illere goére toplam 6rnek
sayilar1 Cizelge 3.1’de gosterilmistir. Cizelge 3.1’den anlasilacagi gibi Aydin’dan 90,
Denizli’den 62, Manisa’dan 99 ve izmir’den 165 adet siirgiin 6rnegi toplanmistir. Arazi

caligmalar1 sonunda toplam 416 hastalikli 6rnek sayisina ulagilmustir.

Resim 3.1. Asmalarda oliikol hastalik belirtileri a) yapraklarda sar1 klorotik lekeler b)

stirgtinlerde siyah lezyonlar

Resim 3.2. Hastalik belirtisi sergileyen omcalardan 6rnekleme galismalarinin goriintiileri
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Resim 3.3. Ege Bolgesi bag alanlarinda oliikol hastaligi simptomlar1 gosteren siirgiin

orneklerinin alindig1 lokasyonlarin GPS harita konumlari

Cizelge 3.1. Hastalik belirtisi gosteren bitkilerden alinan 6rnek sayilarinin Ege Bolgesi il ve

ilgelerine gore dagilimlari

iller Tigeler Ornek ayilari
Nazili 32
Kogarl 11
Aydin Soke 5
Kusadasi 42
Ara Toplam 90
Cal 20
Denizli Giiney 9
Buldan 33
Ara Toplam 62
Salihli 43
Manisa Alagehir 24
Saruhanli 34
Ara Toplam 99
Selguk 30
Bayindir 53
fpmir Efem Cukuru 4
Urla 8
Menemen 49
Kemal Pasa 21
Ara Toplam 165
Genel Toplam | 416
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3.22. Fungal Orneklerin Izolasyonu, Saflastrmasi ve Miselyal Koloni

Degerlendirmeleri

Laboratuvara getirilen 6liikol hastalik belirtisi gosteren siirgiin 6rneklerinin sSimptomlu
kisimlarindan steril bistiiri yardimiyla pargalar kesilmis ve %2’lik sodyum hipoklorit iginde
2 dakika siire ile yiizeysel olarak dezenfekte edilmistir. Steril damitik suda 2 kez durulanip
takiben steril filitre kagitlar1 arasinda kurutulan o6rnekler petri kaplarinda bulunan patates
dekstroz agar (PDA) iizerine yerlestirilerek karanlik kosullarda 24 °C’de inkiibe
edilmislerdir (Resim 3.4). Gorsel olarak degerlendirilecek biiyiikliige ulagan miselyal
koloniler makroskobik ve mikroskobik olarak incelenmistir. Beyaz veya gri renkte gelisen
kolonilerin gorsel olarak P. viticola’ya ait olabilecegi diisiiniilerek yeni PDA ortamlarinda
saflagtinnlmistir. Saflagtirilan 232 adet izolat PDA ortaminda inkiibatorde 24 °C’de 7 giin
stire ile gelismeye birakilmislardir. Saflastirmanin ardindan; her bir izolat egik agar tiiplerde
gelistirilerek kisa siireli saklama amagh +4 °C’de buzdolabina kaldirilmiglardir. Her bir
izolat PDA f{izerine yerlestirilmis steril filtre kagitlar1 iizerinde gelistirilerek, kagitlarin
hiflerle kolonize olmalar1 saglanmis ve ardindan bu kagitlar steril kosullarda kurutularak
steril kagit zarflar icerisinde uzun siireli saklamak amaciyla -20 °C’de saklamaya alinmigtir

(Resim 3.5). Tum izolatlar her iki yontem ile koruma altina alinmustir.

Resim 3.4. Asma siirgiin orneklerinden fungus izolasyonunun asamalari; a) siyah catlamis
lekelerin goériinimii b) siyah ve c¢atlanmis dokulardan parca alinmasi c) doku

parcalarinin yiizeysel dezenfeksiyonu
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Resim 3.5. a) Phomopsis spp. izolatlarin1 muhafaza amaclh egik agarda kisa siireli b) besi

ortamindaki filtre kagitlarinin tizerinde uzun siireli saklamak amaciyla gelistirilmesi
3.2.3. Fungal izolatlarin Kiiltiirel Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

P. viticola oldugu disiiniilen toplam 232 fungal izolat besi ortaminda kiiltiirel
Ozellikleri yoniinden daha detayli incelenmislerdir. Bunun igin PDA iizerinde aktif olarak
gelisen her bir izolata ait kolonilerin kenar kisimlarindan alinan 4 mm ¢apindaki diskler,
icinde PDA bulunan 9 cm’lik petrilerin orta kismina yerlestirilmis ve sonrasinda izolatlar
inkiibatorde 25 °C’de 7 giin karanlik kosullar1 takiben 7 giin aydinlik ortamda inkiibasyona
birakilmislardir. Her bir petrinin bir tekerriir olarak degerlendirilecegi bu c¢alisma iig
tekerriirlii olarak yapilmistir. Toplam 696 fungal izolat kiiltiirel o6zelikleri yoniinden

inkiibasyonun 3., 7. ve 14. giinlerinde degerlendirilmis ve kaydedilmistir.
3.2.3.1. Miselyal Gelisimleri ve Koloni Gelisme Hizlar:

Fungal izolatin besi ortaminda 24 °C’de miselyal gelisimleri ve koloni gelisme hizlar
koloni gaplar1 birbirini dik kesen iki noktadan inkiibasyonun 3., 7. ve 14. giinlerde cetvelle
olgiilerek belirlenmistir. Tiim izolatlar koloni gaplarinin ortalamasina gore ii¢ farkli grup
altinda gruplandirilmistir. Bu gruplarin olusturulmasinda koloni ¢ap araliklar ise soyle
belirlenmistir; izolat setinde en diisiik ortalama ¢apa sahip izolatin degerinden en yiiksek
ortalama capa sahip izolatin degeri ¢ikarilmis ve bu deger ii¢ farkli ¢cap grubu (Grup I:
Yavas, Grup II: Orta hizli ve Grup II: Hizli) olusturmak i¢in 3’e boliinmiistiir. Elde edilen

degerler gruplarin gap araligini hesaplamada kullanilmustir.

Ornek: Izolatlarm en yiiksek ortalama ¢ap degeri: 7 cm
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Izolatlarin en diisiik ortalama cap degeri: 3,51 cm
7-3,51=3,49
3,49:3=1,16

- Birinci grup tavan degeri hesaplama: 3,51+1,16=4,67—1. grup cap araligi: 3,51 cm—
4,67 cm (Ortalama cap1 3,51 cm ile 4,67 cm arasinda olan izolatlar bu grupta yer
alacaktir)

- ikinci grup tavan degeri hesaplama: 4,67+1,16=5,83—2. grup ¢ap aralig1: 4,68 cm—
5,83 cm (Ortalama cap1 4,68 cm ile 5,83 cm arasinda olan izolatlar bu grupta yer
alacaktir)

- Ugiincii grup c¢ap araligi: 5,84-7=1,16—3. grup Cap Araligi: 5,84 cm-7 cm
(Ortalama ¢ap1 5,84 cm ile 7 cm arasinda olan izolatlar bu grupta yer almistir)

3.2.3.2. Piknit Olusumu

Izolatlarn piknit olusumu inkiibasyonun dérdiincii haftasinda degerlendirilmistir.
Yapilan degerlendirmelerde her bir petri kabimin tesadiifi olarak secilen 1cm?’lik dort farkli
alaninda piknit yogunlugu belirlenmistir. Olciim yapilacak alanin belirlenmesinde agar
yaklasik 1cm?lik bir alan olusturan bir mantar delici kullanilmistir. Stereomikroskop altinda
kesili alanda asagidaki skala kullanilarak piknit sayisi tahmin edilmistir (Resim 3.6). Bu

yogunlugun Ol¢iilmesinde gelistirilen 0-4 skalasi kullanilmistir.

0-4 skalast; 0: piknit yok, 1: piknit sayis1 1-25, 2: piknit sayis1 26-50 3:
piknit sayis1 50-100 4: piknit sayis1 >100
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Resim 3.6. Phomopsis spp. izolatlarinin piknit analizi a) Piknit yogunlugu belirlemede

sayim yapilan alanlar, b), stereomikroskop altinda piknit goriimii ) ve sayimu.

3.2.3.3. Koloni Renkleri ve Spor Olusumlari

Izolatlarin 3, 7. ve 14. giinlerinde kolonilerin renk tiplerine (W, beyaz renkli koloni,
G, gri renkli koloni ve kahve renkli koloni) yoniinden degerlendirilmis ve elde edilen veriler
excell de kayit altina alinmustir. Inkiibasyonun dérdiincii haftasinda izolatlarm o (alfa
sporlar, tek hiicreli, renksiz) ve B (beta sporlar, renksiz ince ve uzun ve tek hiicreli) sporlarin
degerlendirilmesi igin her bir izolatin 3 tekerriiriinden tesadiif olarak bir petri kab1 segilmis
ve 25 adet alfa (o) konidi, bulunmasi durumunda ise 25 adet beta () konidinin boyutlar
mikroskop (Leica DFC320) altinda Labsens bilgisayar programi (www.olympus-sis.com)
kullanilarak 6l¢iilmiistiir (Kanematsu vd., 2000; Uecker, 1998).

30



3.2.4 Fungal izolatlarin Molekiiler Tanisi

Izolatlarin kiiltiirel 6zellikleri degerlendirildikten sonra izolatlarin molekiiler tanisi

icin DNA ekstraksiyonu ve ardindan PCR yapilmustir.

3.2.4.1 Phomopsis viticola’nin DNA izolasyonu

P. viticola izolatlarinin DNA izolasyonu igin kullanilacak 232 adet izolata ait miseller,
PDA ortamu tizerine konulan steril selefon diskler tizerinde yerlestirilmis ve inkiibatorde 24
°C’de karanlik kosullarda 6-7 giin inkiibasyona birakilmistir. Selefon disklerde gelisen
kolonilerden, yaklasik 3x3 cm boyutlarinda misel Kitlesi steril kiirdan ile alinarak 1,5 ml
santrifiij tiiplere yerlestirilmis ve ardindan DNA ekstraksiyonu Gegioglu Erincik vd.

(2020)’e gore asagida agiklandigi gibi yapilmustir.

1. DNA ekstraksiyon igin kullanilacak izolatlara ait miseller, PDA ortami iizerine

konulan steril selefon diskler tizerinde gelistirilerek elde edilmistir.

2. Inkiibatorde 24 °C’de karanlik kosullarda 6-7 giin inkiibasyonun ardindan selefon
disklerde gelisen kolonilerden, yaklasik 3x3 ¢cm boyutlarinda misel Kitlesi steril kiirdan ile
alinarak 1,5ml santrifiij tiiplere yerlestirilmis ve ardindan DNA ekstraksiyonununda

kullanilmak tizere -20 °C’deki derin dondurucuya kaldirilmustir.

3. Igerisinde misel olan derin dondurucudaki tiipler, buz iizerinde 30 dakika
bekletildikten sonra, igerlerine 1ml lysis buffer (Cizelge 3.2) ilave edilip vorteksde 1 dakika

boyunca karistirllmstir.

4. Tiipler, 65 °C 15 dakika boyunca inkiibasyona birakilmis ve ardindan tekrar 1
dakika vorteks ile karistiritlmig ve 5 dakika 12200 rpm’de santrifiij edilmislerdir.

5. Santrifiijiin hemen ardindan tiiplerden 1 ml supernatant yeni tiiplere alinmustir.
Uzerine 200ul 7,5M amonyum acetat (NH4Oac) ilave edilmis ve vortekste 10 saniye

karistirilmistir.
6. Tiipler, buz tizerinde 15 dakika bekletildikten sonra 3 dakika santrifiij edilmislerdir.

7. Daha sonra her bir tiipteki stipernatanttan 850ul lik kisim pipetle dikkatle alinarak

yeni tiiplere aktarilmistir.
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8. Ardindan tiiplere 700ul isopropanol ilave edilmis ve elde 20 kez g¢alkalandiktan
sonra tiipler 5 dakika santrifiij edilmislerdir. Santrifiij sonras1 siipernatantin tiimii peletin

diismemesine dikkat edilerek dokiilmiistiir.

9. Ardindan tiip igerisinde kalan pelet %70’lik ethanol ile 2 kez yikanmustir. Tiipler
kisa siireligine santrifiij edilmis ve tiiptin dibinde biriken ethanol pipetle c¢ekilerek
uzaklastirilmistir. Tipler agz1 agik olacak sekilde laminar flow igerinde yaklasik 10 dakika
stire ile kurumaya brrakilmistir. En son olarak tiip igerisine 40ul steril ultra saf su ilave

edilerek izolasyon tamamlanmustir.

10. Elde edilen DNA’lar %1,5’kluk agaroz jelinde DNA’nin varligina bakilmis ve
DNA’lar PCR da kullanilmak {izere -20 °C’de saklanmustir.

Cizelge 3.2. Fungal izolatlarinin DNA ekstraksiyonunda kullanilan lysis buffer igerigi

Stok Final 1 Tiip
Saf su ~600 pl
EDTApH 8 05M 50 mM 100 wl
TrispH 8 1M 100 mM 100 wl
SDS % 20 % 3,50 175wl
Proteinase K 20 mg/ml 250 ug/ml 12,5 ul
Sodium Bisulfite %1 0,01g

3.2.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Elde edilen DNA’larin PCR ile tanisi i¢in Phomopsis viticola End-Point PCR Kiti
(Norgen, Biotek Corporation, www.norgenbiotek.com/ Canada) kullanilmistir. Kit
prtokoliine gore; 10 uL. MDx 2X PCR Master Mix, 2 uL P. viticola Primer Mix, 2,5 ul
ornek DNA ve 5,5 ul steril saf ile toplam 20 pl’ye tamamlanmustir. Thermal cycler
icerisinde 40 dongii olarak planlanan PCR’da ilk denatiirasyon 94 °C’de 3 dakika olarak
baglanmig ve 94 °C’de 15 saniye denatiirasyon, 60 °C’de 30 saniye annealing, 72 °C’de 45
saniye extension ve 72 °C’de 5 dakika final extension seklinde uygulanmistir. PCR {iriinleri
150V, 30 dakika %1,4’lik agaroz jel eletroforezde ayristirilarak goriintiilenmistir. Molekiiler
agirlik olarak 2000 bp DNA marker kullanilmis ve P. viticola’nin tanisi 300 bp molekiiler
agirlik esas alinarak yapilmistir. Ayrica Kitin igerisinde bulunan P. viticola negatif ve pozitif
ornekler PCR’da kullanilmustir.
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3.2.5. Fungal izolatlarda dsRNA Varhgmin Belirlenmesi

PCR sonucunda P. viticola olarak tanist yapilan 214 adet izolatin dSRNA varligini
belirlemek icin Balijja vd. (2008) tarafindan gelistirilen ydntem kullanilmistir. Izolasyonda
dsRNA’larin bozulmasina mani olmak ve endojen RNazlarin aktivitesini sinirli tutmak igin
eldiven kullanilmis ve izolasyon siiresini kisa tutmak, RNAse-free bilesikler kullanmak ve
buzda ¢alismak gibi 6nemli kurallara azami derecede dikkat edilmistir. dSRNA izolasyon

detaylar1 asagida sunuldugu gibi uygulanmistir;

dsRNA analizinde kullanilan miseller, izolatlarin patates dekstroz agar (PDA) ortami
tizerine serilmis selefon disklerde gelistirilerek elde edilmistir. Her bir izolatin miselyal
diski selefon iizerine yerlestirildikten sonra 6-10 giin siire ile 24 °C’de inkubatdr igerisinde
karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda, selefon iizerine gelisen miseller
steril kiirdan ile alimip tartildiktan sonra aluminyum folyoya sarilip -20 °C’deki derin
dondurucuda kullanilincaya kadar saklanmistir. Gerektiginde, daha fazla misel elde etmek
icin izolatlar sivi PDA ortaminda cam tiipler icersinde 10 giin siireyle 25°C’de karanlikta
gelismeleri  saglandiktan sonra kagit havlular arasinda kurutulmustur. Kurutulan
miselyumlar dsRNA analizlerinde kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmislardir. dSRNA
ekstraksiyonundan 6nce miseller -80 °C’deki derin dondurucuda bir gece bekletilmistir. Bu
calismada Amerika’dan (The Connecticut Agricultural Experiment Station) Sandra L.
Anagnostakis’den alinan Cryphonectria parasitica hipovirus USA-2 izolat1 (yOontemin
calisip calismadigini gostermek igin) pozitif kontrol, dSRNA igermeyen P. viticola izolati
negatif kontrol ve HindllI-Eco R1 ile kesilmis Lambda DNA marker olarak kullanilmistir.

Balijja vd. (2008) Yéntemine Gore dsRNA Izolasyonu;

1. Fungal miselyum (100-200 mg) havan ve havan eli ile likit nitrojen yardimi
ezilmistir (Resim 3.7).

2. Ezilmis olan miselyumlar igerisinde 600 ul EBA tampon solusyonu igeren 2 ml’lik

tiiplere aktarilmig +4 °C, 15 dakika, 16,110 g de santrifiij yapilmustir.

3. Stipernatant 1,5 ml lik tiiplere aktarilip ve fiizerine ethanol ilave edilerek
karistirtlmistir. Karigim daha sonra kolonlara (ultrafree MC sterille 0.65 Mm. Millipore)

aktarilmig ve 100 g de santrifiij edilmistir.

4. 2 kez 450 pl IXSTE+EtOH (%20) uygulanarak yikama islemi yapilmustir.
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5. ki kez 400 pl 1xSTE tampon soliisyon ile yikanarak elde edilen dsRNA 2 ml lik

toplama tiipleri igerisinde aktarilmis ve {izerine esit miktarda isopropanol eklenmistir.

6. Bunu takiben +4 °C’de, 30 dakika, 16,110 g’de santrifiij yapilmis ve tiipler

kurumaya birakilmustir.

7. Daha sonra dsRNA’lar 20 ul RNase free su ile ¢ozdiiriilmiis ve dsSRNA profilleri
%0,8 agaroz gelde TBE tampon soliisyon ile ayristirilarak analiz edilmistir. dSSRNA’lar jelde

gb¢ etme pozisyonlarina gore degerlendirilmistir.

\

Resim 3.7. Phomopsis viticola izolatlarmin Balijja vd. (2008) yontemine gére dsRNA
izolasyonu asamalari; a) fungal miselyumun likit nitrojen yardimi ile ezilmesi b)

ezilmis olan miselyumlar (c ve d) 1xSTE+EtOH (%20) ile yikama islemi
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3.2.6. dsRNA Pozitif izolatlarin Biyolojik Yonden Karakterizasyonu

3.2.6.1. dsRNA iceren ve Icermeyen Phomopsis viticola Izelatlarimn Kiiltiirel

Ozelliklerinin Karsilastiriimas

Boliim 3.2.3 de anlatildig: gibi kiiltiirel 6zellikleri belirlenmis olan izolatlardan segilen
dsRNA negatif t¢ izolat, dsSRNA pozitif 125 izolat ile kiiltiirel 6zelikleri yoniinden

karsilastirilmistir.

3.2.7. dsRNA Pozitif izolatlarin Dikey Tasinma Kapasitesinin Olciilmesi

Calismanin bu bolimiinde agar jelde en iyi goriintii veren dsRNA profiline sahip olan
izolatlar dsRNA pozitif izolatlar arasindan dikey tasmmma kapasitesinin olgiimii i¢in
secilmiglerdir (Resim 3.8). Buna gore dsRNA profiline sahip tiim illeri temsil edecek
sekilde izmir’den 26, Aydin’dan 10, Manisa’dan 6 ve Denizli’den 8 izolat segilmis ve
toplam dsRNA pozitif 50 adet izolat dikey tasinim testine alinmistir (Cizelge 3.3). Bunun
icin ilk olarak izolatlar PDA ortaminda floresan 1sik altinda gelistirilerek spor olusturmalari
saglanmistir (Resim 3.9 a). Her bir izolatin piknidyumlarindan ¢ikan konidiler steril bir 6ze
yardimiyla alinarak icerisinde steril su bulunan cam tiiplere transfer edilmis ve vortekste
karistirtlarak spor siispansiyonlar: elde edilmistir. Hemasitometrede spor sayimi yapilarak
slispansiyonlarin  spor konsantrasyonlar1 belirlenmis ve gerektigi miktarda su ile
konsantrasyon 500 konidi/ml olacak sekilde seyreltilmistir. Petri basina yaklagik 50 konidi
olacak sekilde spor siispansiyonu miktar1 su agar ortami iizerine homojen bir sekilde cam
baget yardimi ile yayilmistir. Ardindan petriler 24 °C’de 12-24 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Denemede her bir izolat i¢in {i¢ petri inokule edilmistir. Bir giin sonra
mikroskop altinda ¢imlendigi goriilen ancak etraflarinda baska ¢imlenen konidi olmayan
konidilerden 12 adet (10 asil + 2 yedek) secilerek 6ze yardimi ile yeni PDA ortamina
aktarilmigtir (Resim 3.9 b ve ¢). PDA’da gelisme gosteren tek spor kolonilerden uzun siireli
saklamak amaciyla icerisinde PDA bulunan tiiplere stok kiiltiirler hazirlanmigtir. Daha sonra
herbir dSRNA pozitif izolattan 10’ar adet tek spor izolat ve 1 adet ebeveyn (original) izolat
dsRNA analizi yapilmistir. dSRNA analizi 3.2.5’de detaylar1 verilen Balijja vd. (2008)
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yontemine gore yapilmistir. dSRNA igeren toplam 50 izolattan elde edilen 500 tek spor ve
50 ebeveyn olmak iizere toplam 550 adet izolatin dSRNA analizi yapilmustir.

Resim 3.8. Dikey tasinma i¢in se¢ilen Phomopsis viticola izolatlarimin dsRNA
elektroforetik jel goriiniimii 1) Marker, 2) USA-2 (pozitif kontrol), 3) dSRNA negatif,
4-9) iyi dsRNA profili goriinimlii izolatlar (861C, 870C, 910M, 919M, 961M,
843Ku), 10-13) net goriilmeyen dsRNA profili goriiniimlii izolatlar (763Ko, 1230Na,
1112Sa, 1135Sa)

Cizelge 3.3. Dikey taginma testinde kullanilan dSRNA pozitif izolatlarin illere gore

dagilimlari
iller izolatlar
Aydin 841Ku, 809Ku, 847Ku, 843Ku, 809Ku,
812Ku, 828Ku, 770S6, 1227Na,1216Na,
Denizli 889G, 861C, 882C, 900Bu, 899Bu,
1248Bu, 1252Bu, 878C
Manisa 1124Sa, 1137Sa, 1108Sa, 1005Sr, 998Sr, 1207Al
Izmir 903M, 1091B, 1098B, 1027K, 1049B,

799Se, 910M, 1080B, 1032K, 1061B,
780Se, 962M, 961M, 1065B, 781Se,

919M, 784Se, 927M, 1036K, 785Se,

1095B, 947M, 1071B, 783Se, 1024K, 1045K

Not: Na Nazilli, Ku Kusadasi, S6 Soke; C Cal, Bu Buldan; Se Selguk, M Menemen, Ef Efem Cukuru; K
Kemalpasa; B Bayindir; Sr Saruhanli; Sa Salihli; Al Alagehir
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Resim 3.9. Phomopsis viticola tek spor izolatlarimin elde edilmesi: a) sporulasyon igin
izolatlarin PDA ortaminda gelistirilmesi, b) su agar ortaminda ¢imlenen ve mikroskop

altinda goriilen tek spor, ¢) tek sporlardan gelisen koloniler

3.2.8. dsRNA Pozitif Phomopsis viticola izolatlarm Viriilenslik Durumunun

Belirlenmesi
3.2.8.1. Asma Bitkilerinin Yetistirilmesi

P. viticola’ya duyarli oldugu bilinen Sultani ¢ekirdeksiz asma ¢esidine ait toplam 200
adet tiipli asma fidam 21.06.2019 tarihinde Manisa Goker Asma Fidanciligindan satin
alinmistir. Fidanlar iceriginde 1:1:1 oraninda toprak, kum ve hayvan giibresi olacak sekilde
hazirlanmig saksi topragmin bulundugu 3 litre’lik saksilara sasirtilmustir. Bitkiler ortii alti
sera kosularinda gelismeye birakilmis ve giinliik olarak takipleri yapilmistir (Resim 3.10).
Gerektiginde sulanmig ve haftalik olarak NPK kompoze giibre ile giibrelenmistir. Buna
ilave olarak 3 kez, 10 giin aralikla %1 potasyum nitrat ile giibrelenmistir. Asmalarda P.
viticola’ya kars1 ontogenik bir dayaniklilik olmasi sebebiyle viriilenslik teslerinde bitkilerin
sirglin ucu dokularinin sukkulent formda ve tiim bitkilerde homojen yapida olmasi
gerekmektedir. Bunun i¢in yaz dénemi boyunca bitkiler gelismeye birakilmis ve siirgiinlerin
kalinlasarak bitkilerin kuvvetlenmesi saglanmistir. Eyliil ayinda bitkiler gévdede alttan iic
gdz birakilacak sekilde budanmistir. Bitkiler, ADU Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimiiniin cam seralarinda 20-28 °C sicaklikta ve 16 saatlik aydmlatilmis kosullarda
gelismeye birakilmistir. Gozler uygun sicaklik kosullar altinda budamadan 8-12 giin sonra

acilmis ve her bitkide en giiglii olan goz gelismeye birakilarak digerleri uzaklastirilmastir.
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Bitkilerin siirgiin uglar1 istenilen doku formuna geldiginde bitkiler viriilenslik testinde

kullanilmistir.

2! - ET—— |
Resim 3.10. Uygun kosullar altinda bakimi yapilarak yetistirilen asma bitkileri

3.2.8.2. dsRNA Pozitif Phomopsis viticola izolatlarindan inokulum Hazirlanmasi

dsRNA’nin dikey tasimim sonuglarinda en iyi gecis performans olan izolatlar asma
fidanlar tizerinde viriilenslik testi i¢in se¢ilmistir. Toplam dsRNA pozitif 12 izolat ve negatif
kontrol i¢in dSRNA negatif 1 adet izolat1 PDA ortaminda 20 °C’de 12 saat karanlik 12 saat
aydinlik ortamda gelismeye birakilarak piknit ve konidi olusumu tesvik edilmistir (Erincik
vd., 2001). Her bir izolat bir tekerriir olarak degerlendirilmis ve ¢alisma 3 tekerriir olarak
yapilmugtir. Boylece toplam 39 adet P. viticola izolat1 besi PDA’da geligmistir. Gelismenin
15. giiniinde kiiltiirler tizerinde olusan piknitlerden cirrhus olusturarak sizan konidilerin
(alpha spor) hasat edilmesi islemine gecilmistir. Bu amagla kiiltiirlerin iizerine steril saf su
ilave edilerek ve yiizeye steril kil firga siirtiilerek sporlarin suya karismasi saglanmis ve
daha sonra steril tiilbentten siiziilmiistir (Resim 3.11a ve b). Elde edilen siispansiyon

igerisindeki konidi konsantrasyonu hemasitometre yardimiyla mikroskop altinda sayilmis ve
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konsantrasyon mililitrede 1x10° alpha spor olacak sekilde siispansiyon seyreltilmistir. Daha
sonra sporlarin homojen bir sekilde bitki {izerinde yayilmasi ve tutunmasini saglamak

amaciyla siispansiyona % 0,05 oraninda Tween 80 ilave edilmistir.

Resim 3.11. Phomopsis viticola spor siispansiyonun; a) steril kil fir¢a siirtiilerek suya

karigmasinin saglanmasi, b) steril tiilbentten siiziilmesi

Viriilenslik testinde kullanilmak amaciyla serada yetistirilen bitkiler arasindan
homojen gelisme gosteren Ve siirgiin uglar1 sukkulent dokuya sahip olanlar toplam 56 asma
fidan1 test materyali olarak se¢ilmistir (Resim 3.12 a). Her bir izolat i¢in hazirlanan spor
stispansiyonu bitki yilizeyini iyice kaplayacak sekilde el spreyi kullanilarak piiskiirtiilmiistiir
(Resim 3.12 b ve c). Piiskiirtme sirasinda spor siispansiyonunun yikanmamasina dikkat
edilmistir. Negatif kontrol bitkilerine sadece steril saf su uygulanmistir. Daha sonra bitkiler
iklim odasinda iizerileri nemlendirilmis seffaf plastik torba ile ortiilerek 20 °C’de 24 saat
siire ile inkiibasyona brrakilmistir (Resim 3.12 d). Inkiibasyondan sonra bitkiler seraya
yerlestirilerek gelismeleri saglanmis ve hastalik gelisimi yoniinden giinlik olarak takip

edilmistir.
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Resim 3.12. a, b, ¢) Asma fidanlarinda; Phomopsis viticola spor siispansiyou ile
inokulasyon islemleri, d) iklim odasinda nemlendirilmis seffaf plastik torba ile

ortiilerek inkiibasyona birakilmasi

3.2.9. dsRNA Pozitif Phomopsis viticola izolatlarinda dsRNA’mn Yatay Tasimnm

3.2.9.1. izolatlarn Vejetatif Uyum (vc) Tiplerinin Belirlenmesi

Toplam 125 adet dsRNA pozitif P. viticola izolatinin yatay gegis g¢alismalarinin
yiritiilebilmesi i¢in oncelikle izolatlarin vejetatif uyum gruplarinin  belirlenmesi

gerekmektedir. Ancak P. viticola’ya ait vejetatif uyum gruplari hakkinda literatiirde
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herhangi bir bilgi bulunmamkta ve diger bazi Phomopsis tiirlerinde vejetatif uyum gruplari
ve kestane kanseri etmeni Cryphonectria parasitica i¢in kullanilan eslestirme yontemleri
ornek alinarak belirlenmistir (Brayford, 1990; Ploetz ve Shokes, 1986). Bu yonteme gore;
eslestirmeler 1 litre PDA ya 1 mg biotin ve 100 mg methionine ilave edilerek hazirlanan
PDAmMb besi ortami {izerinde yapilmistir (Anagnostakis, 1977). Eslestirmelerde iki izolat,
aralarinda 3-4 mm olacak sekilde besi ortami {izerine yerlestirilmis ve daha sonra 7 giin
karanlik ve ardindan 7 giin 12 saat aydinlik kosullarda gelismeye birakilmistir. Eslestirmeler
PDAmMb ortami igeren 9 cm capindaki petri kaplar1 igerisinde her petride 6 izolat
eslestirilerek gergeklestirilmistir. Deneme ti¢ tekerriirlii ve her tekerriirde bir petri olacak
sekilde yiritilmistir. Denemenin 14. giiniinde eslestirilen izolatlarin kolonileri gorsel
olarak incelenmis ve kolonileri birlesmis olan ¢iftler uyumlu yani ayni vc grubunda,
kolonileri birlesmeyerek aralarinda baraj olusturanlar ise uyumsuz yani farkli vc grup olarak

kabul edilmistir.

3.2.9.2. dsRNA Pozitif Phomopsis viticola izolatlarimin Yatay Tasinim Calismalari

Dikey tasimim ile gegis yapan dsRNA pozitif P. viticola izolatlarinin yatay olarak
anastomozis yoluyla dsRNA negatif izolatlara tasinip tasinmadigina yonelik caligmalar
yapilmistir. Bu test i¢in, dSRNA pozitif izolat (verici) ile dSRNA negatif izolat (alict) aym
petride aralarinda anastomozis yapabilmeleri igin yanyana gelistirilmislerdir (Anagnostakis
ve Day, 1979). Bunun igin eslestirilecek izolat ¢iftine ait misel diskleri petri kabinin kenar
kismindan 5 mm i¢ kismina gelecek ve aralarinda 3-4 mm mm olacak sekilde PDA besi
ortamina yerlestirilmis ve 24 °C’de 16 saat/giin’liik aydinlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
siiresince her giin izolatlarin gelismeleri takip edilmistir. Iki koloninin birlestigi nokta cam
yazar kalem ile petrinin alt yizii ¢izilerek isaretlenmistir. Deneme {i¢ tekerriirlii ve her
tekerriirde bir petri ve her petride iki eslestirme olacak sekilde yapilmis ve toplam 72 adet P.
viticola izolatinda yatay tasmim denemesi yapilmustir. Inbiibasyonun 14. giiniinde,
dsRNA’nin yatay tasinim ile taginip tasinmadigin1 kontrol etmek i¢in alic1 kolonilerden yeni
izolatlar elde edilmistir. Bunun igin her bir alici koloniden bir miselyal disk pargasi alinip
yeni PDA besi ortamina transferi yapilmistir. PDA da gelismelerinin ardindan alic1 yeni
izolatlarin koloni morfolojileri incelenmistir. Kestane Kanseri etmeni C. parasitica’da

gozlemlenen dSRNA gecisi sonucu olusan kolonideki renk degisimi P. viticola da
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gozlemlenmemistir. Bu nedenle alic1 kolonilerden elde edilen tiim izolatlarda dsSRNA analizi
yapilmasina karar verilmistir. Toplam 72 adet alic1 izolat1 ve 12 dsSRNA pozitif (ebeveyn)
izolatin yukarida (3.2.5.) ifade edilen Balijja vd. (2008)’nin yontemi kullanilarak dSRNA

analizleri yapilmistir.

3.2.10. dsRNA Viriislerinin Hipovirulenslik Uzerine Etkisi (2. Asama Viriilenslik
Testleri)

dsRNA pozitif P. viticola izolatlarinin yatay tasinim g¢alismalarinda belirlenmis olan
viriilensligi yiiksek viriilent izolatlar (dsSRNA negatif) ile bunlarin dsRNA pozitife
doniistiiriilen viriilent (dontisen sektor) izolatlarin in vivo da asma bitkisi {izerinde
olusturacaklar: hastalik siddetleri karsilastirilarak dSRNAnin viriilenslik tizerine olan etkileri
belirlenmistir. Bunun i¢in ilk olarak dsRNA pozitif izolat kendisiyle vc yonden uyumlu bir
virtilent izolat ile besi ortaminda eslestirilerek hifsel anastomozis ile hypoviriisiin viriilent
izolata ge¢cmesi saglanmistir. Bdylece bir izolatin viriilent (dSRNA negatif) formunun
yaninda dSRNA pozitif formu da elde edilmistir. Bu izolatlar yukarida kisim 3.2.8°de
verildigi gibi viriilenslik testine tabi tutulmustur (Resim 3.13). Her bir viriilent izolatin
viriilensligi ve onun dsRNA pozitife donistiiriilmiis formu ile karsilagtirtlmigtir. Calismada
toplam 3 viriilent ve 10 dsRNA pozitife doniistiiriilmiis P. viticola izolati kullanilmustir.
Deneme dort tekerriirlii her tekertiirde bir bitki (toplam 52 bitki) olacak sekilde kurulmus,
deneme sonucunda elde edinilen veriler SPSS programinda analiz edilmis ve excelde kayit

altina alinmistir.
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Resim 3.13. Asma fidanlarinda ikinci asama viriilenslik testi; a) Phomopsis viticola spor
inokulasyon islemleri, b) iklim odasinda nemlendirilmis seffaf plastik torba ile

ortiilerek inkiibasyona birakilmasi

3.2.11. Molekiiler Karakterizasyon

Molekiiler karakterizasyon calismasinda kullanilacak dsRNA pozitif P. viticola
izolatlarin se¢iminde bu asamaya gelinceye kadar yiiriitiilen tiim biyolojik testler tizerinden
Cizelge 3.4°de ifade edildigi gibi biyolojik micadeledeki 6nem durumuna gore bir
puanlama sistemi olusturulmus ve bu puanlamaya gore timitvar hipoviriilent 6zellige sahip
izolatlardan en yiiksek puana sahip olan 6 adet (889G, 861C, 780Se, 961M, 962M ve
1091B) dsRNA pozitif P. viticola izolatt molekiiler Kkarekterizasyon calismalarinda

kullanilmak tizere secilmistir.
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Cizelge 3.4. Molekiiler karakterizasyon g¢alismalarinda kullanilacak dsRNA Phomopsis

viticola izolatlarinin se¢iminde kullanilan testlere gére puan tablosu

Puan Tiirii Uygulanan Testler Puan Degeri
P1 Stirgiinde viriilenslik 4: yiiksek, 5: orta, 6: zayif
P2 Yaprakta viriilenslik 4: yiiksek, 5: orta, 6: zayif

Yavas (++): 4 puan
P3 Yatay gegis performansi Orta (++++): 5 puan

Hizli (++++++): 6 puan

Dikey gecis ylizdesi/10:

%40-60/10= 4 puan

%70-80/10=5 puan

%90-100/10= 6 puan

Viriilenslikte azalma yiizdesi >12: 3 puan
P5 Stirglinde virtilenslik azalma (%) Viriilenslikte azalma yiizdesi >5: 2 puan
Viriilenslikte azalma yiizdesi <5: 1 puan
Viriilenslikte azalma yiizdesi >40: 3 puan

P4 Dikey gegis performansi

P6 Yaprakta viriilenslik azalma (%) Viriilenslikte azalma yiizdesi >20: 2 puan
Viriilenslikte azalma yiizdesi <20: 1 puan
TP Toplam Puan P1+P2+P3+P4+P5+P6

3.2.11.1. dsRNA’min Ekstraksiyon

Tez onerisinde segilen izolatlarin dSRNA analizleri yapildiktan sonra dsRNA
profilindeki bantin jelden kesildikten sonra arindirilarak elde edilmesi 6nerilmistir. Ancak
YND analizleri yapan firmalar (Macrogen), arindirma esasinda dsSRNA kalitesinde azalma,
agaroz jel kalintis1 olmasi dolayisiyle safligin bozulmasi gibi nedenlerden dolay1 dsRNA’y1
jelden arindirma y6nteminin riskli olabilecegini ifade etmislerdir. Bu nedenle Cizelge 4.1°de
verilen biyolojik ozellikler dikkate alinarak yapilan puanlamaya gore segilen P. viticola
izolatlarindan dsRNA’lar Morris ve Dodds (1979) ve Valverde vd. (1990) tarafindan
gelistirilen yontemler modifiye edilerek izole edilmistir. Ayrica bu izolatlarn jel
elektoforetik dsSRNA bantlarinin goriintiileri de dikkate alinarak goriintiisti diger izolatlardan
nisbeten iyi olanlar secilmistir. Ardindan izole edilen dsRNA’lar tiim genom dizi analizi igin

gonderilmek {izere hazirlanmis ve — 20 °C’de muhafaza altina alinmistir.
dsRNA izolasyonu i¢in 6n hazirlik;

dsRNA analizinde kullanilacak miseller, PDA ortaminda 10 giin 25 °C’de gelistirilmis
olan izolatlardan fungal pargalar alinmig ve erlenler icerisinde bulunan PD broth ortamina
aktarilmig ve 180 devirde calkalayici {izerine 25 °C’de 10-14 giin boyunca gelismeye
birakilmistir. PD broth ortaminda gelisen fungal misellyumlar steril tiilbentden siiziiliip

steril kurutma kagidina aktarilarak kurutulmus ve ardindan tartilarak (5 g olacak sekilde)
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steril aliminyum folyo igine sarilarak —20 °C’de muhafaza edilmistir. dSRNA
ekstraksiyonundan once miseller —80 °C’deki derin dondurucuda bir gece bekletilmistir.
Ayrica i¢inde ezme igleminin yapilacag: steril havan ve havan elleri de —80 °C’deki derin
dondurucuda bir gece bekletilmistir. Misellerin havan igerisinde havan eli yardimiyla
kolayca ezilebilmelerini saglama igin likit nitrojen temin edilip likit nitrojen tanki icerisinde
laboratuvarda muhafaza edilmistir. dSRNA izolasyonu igin yapilan bu 6n hazirlik

tamamlandiktan sonra dsSRNA protokolii asagida verildigi gibi uygulanmistir;

1. —80 °C’de tutulan fungal miselyum (5 g) dondurucudan ¢ikarilmig ve likit nitrojen

yardimiyla porselen havan igerisinde toz haline getirilmistir.

2. Ezilen misel, igerisinde 10 mL 2xSTE (200 mM NaCl, 100 mM Tris, 1 mM EDTA)
+ 0,5 ml %10’luk SDS + 11mL %]1’lik 8 hidroksiquinolin iceren fenol + 5 mL kloroform:
isoamilalkol (24:1) bulunan 50 m1’lik steril tiiplere aktarilmistir.

3. Homojenizasyon saglanmasi igin buz igerisine yerlestirilen tiiplerdeki karisim
calkalayicida 160 devirde 2 saat birakilmistir (Resim 3.14a).

4. Ornekler 8000 g’de 30 dakika +4 °C’de santrifiij edildikten sonra iist faz yeni steril
tiiplere aktarilmis (Resim 3.14 b) ve daha sonra bu 6rnekler 20 mL olacak sekilde 1xSTE ile

tamamlanip tizerine 4 ml Etanol ilave edilerek bir gece +4 °C’de beklemeye birakilmustir.

5. dsRNA’nin total DNA’dan ayirmak i¢in CF-11 seliiloz kolon kromatografisi
yontemine gore ilk dnce her bir 6rnek i¢in 1 gram seliiloz tartilmis ve 6rneklere ilave edilip
calkalanmistir. Daha sonra 6rnekler dip kisimina steril miracloth kagit yerlestirilip lizerine
19 seliiloz eklenen 20 mI’lik plastik kolonlara ilave edilmistir. Kolon toplamda 80 ul olacak
sekilde kolonlar %16°1ik Etanol igeren 1xSTE tampon soliisyon ile yikanmis (Resim 3.14 c)
ve son damla gelinceye kadar beklenmistir

6. Yikanmasi tamamlanan kolona ilave edilen 6 mL 1xSTE’nin 50 ml lik steril
tiiplerde toplanmasi saglanmustir Tiiplere 18 mL Etanol ve 0,5 ml 3,0 M sodium acetate (PH
5,5) ilave edilerek —20 °C’de bir gece bekletilmistir.

7. =20 °C’den ¢ikarilan tiipler 8000 g devirde 25 dakika santrifiij edilmis ve tiipteki
stvi dikkatlice bosaltilip peletin kurumasi igin beklenmistir.

8. Pelet kuruduktan sonra 1xTBE tamponu ile resiispanse edilmis ve tiiplere kisa bir

spin yapildiktan sonra tiip icerisindeki siispansiyon steril 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine
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aktarilmus, tizerine 900 pl %95°1ik Etanol ve 30 ul 3 M sodyum asetat eklendikten sonra —
20 °C’de 1 giin muhafaza edilmistir.

9. —20 °C’den alinan ornekler + 4 °C’de 5000 g’de 20 dk santrifiij edildikten sonra
slispansiyon bosaltilip pelet kurutulmustur. Tiplere 50 ul steril su konarak resiispanse
edilmistir. Izole edilen dsRNA’lar, buz iizerinde %0,8’lik agaroz da 80 V’da 1 saat 1xTBE
tampon ¢ozeltide yatay elektroforeze tabi tutulmustur.

Resim 3.14. Phomopsis viticola izolatlarimin Morris ve Dodds (1979) ve Valverde vd.
(1990) yontemine gore dSRNA izolasyon asamalari a) orneklerin buz igerisinde
calkalanmasi1 b) santrifiij sonrasi olusan st sivi fazin alinmasi c) 6rneklerin CF-I1
seliiloz kolonda 1xSTE tampon soliisyon (%16 Etanol iceren) ile yikanmasi d)

orneklerin 1xTBE tamponu ile resiispanse edilmesi
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3.2.11.2. dsRNAnin Genom Dizi Analizi

3.2.11.2.1. dsRNA Miktar ve Kalitesinin Belirlenmesi

Genom dizilimi i¢in ilk 6nce dsSRNA analizinden elde edilen dsRNA’larin kalite ve
miktar1 Aydin Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zooteknik Boliimiin
laboratuvarinda bulunan NanoDrop 8000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) cihaz ile
absorbans degerleri ng/ul olarak olglimlenmistir. Nanodrop’ta elde edilen veriler
Concentration = (A260/A320) x 50 x dilution factor, ug/ml formiiliine gore hesaplanmis ve

dsRNA’nin konsantrasyonu 100 ng/ul den az olmayacak sekilde seyreltilerek hazirlanmustir.

3.2.11.2.2. dsRNA Orneklerinin Saflastirilmasi

dsRNA konsantrasyon olgtiimleri yapilan orneklerden (3.2.11.2.1) yiiksek molekiil
agilikli DNA’lar1 uzaklagtirmak i¢in DNase | (RQ1-DNase (60 g/ml)) enzimi kullanilmistir.
Enzim kullanim1 protokole gore her bir 6rnek i¢in 1u/pg RNA, 1ul 10x Reaction buffer, 1
ul RQ1 RNase-Free DNase olacak sekilde ayarlanmistir. Ornekler 37 °C’de 30 dakika
1siticida inkiibe edilmis ardindan 1ul DNase Stop Solution ilave edilerek 65 °C’de 10 dakika
inkiibe edilip enzimin inaktivasyonu saglanmistir. dSRNA ornekleri DNA’lardan
arindirildiktan sonra kiiciik RNA pargalarindan da arindirilmast i¢in RNase A Stock
(DNase-free) enzimi kullanilmistir. Her bir 6rnek igin RNA miktar1 10 ug/ml olacak sekilde
ayarlanmig ve 37 °C’de 30 dakika 1siticida inkiibe edilmistir. DNAse ve RNAse enzimleri
uyguladiktan sonra bir kez daha NanoDrop cihazinda dsRNA’larin miktar ve kaliteleri
Ol¢lilmiis ve ol¢im miktarina gore drnekler en az 100 ng/ul olacak sekilde seyretilmistir.
Ardindan dsRNA ornekleri 2 set olarak (enzim uygulanan-seyreltilen ve enzim
uygulanmayan-seyreltilmeyen) kuru buz iizerinde uygun sekilde etiketlenerek genom
dizilimi i¢cin Macrogen (Giiney Kore) firmasina gonderilmistir. Calismanin saglikli
yiriimesi i¢in dSRNA 0&rneklerinin hazirlanmasi ve taginmasi yeni nesil dizileme (Next

generation sequencing) yontemine uygun sekilde ve gereken 6zen gosterilerek yapilmustir.

47



3.2.11.2.3. dsRNA Dizileme Calismalari

Makrogen firmasina gonderilen izolatlarin filorometrik 6l¢iimiine gore kalite kontrolii
yapilmis ve dSRNA konsantrasyonu en az 500 ng/ul olan 6rneklerle YND genom dizi
analizi yapilabilecegi igin enzim uygulanmayan-seyreltilmeyen 6rnekler kalite kontroliine
almmis ve iki 6rnek YND tiim genom analizi i¢in uygun bulunmustur. Kalite kontroliinden
gecen iKi izolata ait dsRNA’larin cDNA kiitiiphane hazirligi TruSeq Stranded Total RNA
with Ribo-Zero H/M/R kiti kullanarak cDNA kiitiiphaneleri hazirlanmistir. Daha sonra tim
genom dizilimi Next generation yontemiyle Illumnia sekanslayicida olusturulmus (Illumina
Sequencing By Synthesis) ve ardindan ¢ift yonlii (Illumina paired-end sequencing) de novo
tim genom dizisi olusturulmustur (SPAdes V: 3.13.0 http://cab.spbu.ru/software/spades/).
Illumina sekans sonucundan elde edilen ham veriler RTA (Real Time Analysis) ile analiz
edilerek kontrol edilmis ve BCL (base calls)/cBCL ikili, illumina paketi (bcl2fastq)
kullanilarak veriler FASTQ (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc)

formatina doniistiiriilmiistiir (Macrogen, Giiney Kore).

3.2.11.3. dsRNA’nin Biyoinformatik Analizi

Yeni nesil dizileme analizinde elde edilmis olan ham okumalarin (FASTQ verisi)
“veri birlestirme” analizinden once filtreleme islemine tabii tutulmustur. Filtreleme islemi;
diisiik kaliteli ve kisa (< 50 baz) dizilerin kaldirilmasi, adaptorlerin ham okumalardan

cikarilmasi, GC icerigi ve temel istatistikler hesaplanmasin1 kapsamaktadir (Resim 3.15).

48



kisa okumalar
Ham veri

Kaliteli filtreleme
Q20==%90

1lk islem
Adaptor ve ug baz
_[ Kirpma }-' I FastQC ]
|
1
<4
S G boyut
Genom arastirmasi [ K-mer analizi }—»[ g v o ]
Dizileme 7 De novo dizileme

(_—I

Gen Tahmini ve Anatasyon

PR

Gen tahmini }—} [iglevsel anatasyon

— | BUSCO analizi

—
Dizi dogrulama

> ANI analizi

-y BlastN

Resim 3.15. Genom dizileme g¢alismalarinin is akist

3.2.11.3.1. De novo assembly Calismalar:

De novo assembly, bir genomun bastan asagiya baska herhangi bir referans olmaksizin
asagidan yukariya insa edilmesini ifade etmektedir. Elde edilen genom, gen tahmini ve
biiyiik yapisal varyasyonlarin ortaya ¢ikarilmasit dahil olmak tizere DNA dizilerini kullanan
tim aragtirmalarin temelini olusturan referans genom olarak ele alinir (Resim 3.16).
Bilgisayar ortaminda de novo assembly SPAdes (http://cab.spbu.ru/software/spades,
v3.15.0) programu kullanilarak, FASTQ verisinde yer alan okumalar (reads) hizalanmis,
okumalar birlestirilerek kontigler (contigs) elde elde edilmistir (Resim 3.17). Calismada
genom birlestirme asamasinda olusabilecek olasi hatalar1 minimum indirgemek amaciyla
SPAdes programinda farkli k-mer analizleri yapilarak filtreli okumalar yapilmis ve
birlestirme sonucunda grup sayisi, kontiglerin toplami, N50 vb. istatistiklerle en iyi k-mer

secilmis, boylece en iyi birlestirilmis sekans seti belirlenmistir.
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Resim 3.16. De novo Assembly’nin sematik is akist
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Resim 3.17. De novo Assembly’nin algoritmalar1

3.2.11.3.2. Birlestirme (Assembly) Dogrulamasi

Secgilen en iyi birlestirme sonucu self-mapping analizleri yapilarak, filtrelenmis
okumalar birlestirilmis genoma gore hizalanmis ve insert boyutlart tahmin edilerek
birlestirilmis genom dogrulanmuistir (Resim 3.18). Self-mapping analizlerinde hesaplanan

asagidaki ogeler kullanilmistir;

a) Derinlik (Depth of coverage): Bir genomun her lokusunun ortalama sekanslama

sayis1 olarak tanimlanir.

b) Kapsam genisligi (Breadth of coverage): Okumalarin kapsadigi genom yiizdesi

(Calismada 1X veya daha fazla derinligi gosteren alan hesaplanmistir.)
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c) Insert boyutu: Adaptorlerin  ¢cDNA kiitiiphanesinden ¢ikarilmasi, haritalama
sonucunda insert boyutlar1 hesaplanmasi ve ardindan kiitiiphane yapiminda kullanilan DNA

fragmani ile karsilastiriimasi.

i¢c mesafe

Insert boyutu

Resim 3.18. Self-mapping analizin sematigi

3.2.11.3.3. Genom tahmini (Gene Prediction) ve annotasyonu

Genom birlestirildikten sonra genomda protein kodlayan gen veya kodlamayan
genlerinin konumu tahmin edilmis ve ardindan tahmin edilen genomlarin ek agiklamalari
(annotasyonu) InterProScan (www.http://InterProScan.com) ve EggNOG
(www.http://eggnog.embl.de) programlar: kullanilarak yapilmistir. InterProScan programi
ile sekans dizileri familya diizeyinde tanimlanmasi igin kullanilmis ve daha sonra EMBL
tarafindan saglanan EggNOG programi kullanarak genom ile ilgili ek agiklamalar
(annotasyonu) yapilmigtir. Protein sekanslarnin hizalanmasi, CLUSTAL programi
(Versiyon 2.1) kullanilarak gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda tahmin edilen protein

dizileri psi-BLAST (Position-Specific Iterative-BLAST) yapilarak dogrulanmustir.

3.2.11.3.4. BLAST Analizleri ve Filogenetik Aga¢ Cizimi

Sekanslama sonucunda her iki 6rnekten elde edilen niikleik asit dizilerinin baska
niikleik asit dizileri ile benzerlik yiizdelerinin karsilastirilmasi icin NCBI (National Center
for Biotechnology Information)’in BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) araci ile analizler yapilmis ve NCBI veri tabaninda

yer alan organizmalarla benzerligin yiizde orani ile en yakin olanlar belirlenmistir.
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Her iki 6rnekte de RNA-dependent RNA polymerase (RdRp)’da korunmus amino asit
bolgelerini ve motiflerinin bulunmas igin protein BLASTp analizinde benzerligi en yakin
olan organizma sekaslar1 se¢ilmis ve ClustalW (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw)
yaparak ¢oklu hizalama yapilmis, ardindan Boxshade (https://embnet.vital-
it.ch/software/BOX_form.html) programiyla motifler tesbit edilmistir. Her iki Grnege ait
amino asit dizileri kullanilarak, NCBI’da BLASTp analizi yapilarak hypothetical proteine
en yakin benzerlik gosteren 8 (hypothetical protein) ve RARP proteinine en ¢ok benzerlik
gosteren 15 mikovirlisiin sekansi kullanilarak MEGA 7 (http://www.megasoftware.net
/m_con_ select.html) yaziliminda Maximum likelihood, Neighbour Joining 1000 replicate
bootstrap metodu ile analiz edilerek filogenetik aga¢ olusturulmustur. Daha sonra illumina
sekanslama sonucunda elde edilen ham veriler ilk 6nce NCBI SRA (Sequence Read
Archive) da kaydi yapilarak kayit numarasi (Accession Number) alinmistir. Ardindan
belirlenen her kontig icin biyoinformatik analiz verileri NCBI Banklt segenegi ile

kaydedilmis ve bu veriler i¢in de kayit numaralar1 alinmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Oliikol Hastahg Belirtileri Gosteren Orneklerin Toplanilmasi

Ege Bolgesinde bag alanlarinin yogun oldugu Manisa, Izmir, Denizli ve Aydm
illerinin 6rnekleme yapilan tiim ilgelerinde Olikkol hastaligi belirtilerine rastlanmustir.
Hastalikli bitkilerde dip yapraklarda gelisen sar1 klorotik lekelerin (Resim 4.1) yani sira
stirgiin diplerinde nekroz ve derin catlaklarin (Resim 4.2) salkim sagligint olumsuz
etkiledigi gozlemlenmistir. Ayrica salkim saplarinda olusan nekrozlarin meyve
enfeksiyonuna yol agtigi belirlenmistir. Arazi c¢aligmasi sonucunda Cizelge 3.1°de ifade

edildigi gibi toplam 416 hastalikl: siirgiin 6rnegi elde edilmistir.

Resim 4.1. izmir ili Selguk ilgesinin asma yapraklarinda gézlenen sar1 klorotik lekeler
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Resim 4.2. Manisa ili Saruhanli ilgesinin asma siirgiinlerinde gézlenen siyah lezyonlar ve

catlaklar

4.2. Fungal Orneklerin izolasyonu ve Saflastiriimasi

Elde edilen fungal izolatlarda gelisen beyaz veya gri renkte kolonilerin gorsel olarak
P. viticola’ya ait olabilecegi diisiiniilerek yeni PDA ortaminda saflastirilmistir (Resim 4.3).
Makroskobik ve mikroskobik incelenme sonucunda Aydin’dan 53, Denizli’den 50,
Manisa’dan 59 ve Izmir’den 70 olmak iizere P. viticola oldugu diisiiniilen toplam 232 adet
izolat saflagtirilmistir (Cizelge 4.1). Bu izolatlarin tamami PDA besi ortaminda kiiltiirel
ozellikleri yoniinden incelenmistir. izolatlarin kiiltiirel zelikleri, inkiibasyonun 3., 7. ve 14.

giinlerinde yapilan 6l¢iim sonuglaria (B6lim 4.2.1 ve 4.2.1) gore degerlendirilmistir.

Resim 4.3. Phomopsis viticola izolatlarimin kiiltiirde gelistirilmesi a) miselyal koloni b)

piknitleri
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Cizelge 4.1. Phomopsis spp. izolat sayilarinin Ege Bolgesi il ve ilgelerine gore dagilimi

iller ilceler izolat Sayilan
Nazili 18
Kogarl 8
Aydin Soke 4
Kusadasi 23
Ara Toplam 53
Cal 17
Denizli Giiney 6
Buldan 27
Ara Toplam 50
Salihli 24
Manisa Alagehir 13
Saruhanli 22
Ara Toplam 59
Selguk 15
Baymndir 25
izmir Efem ¢ukur 3
Urla 3
Menemen 15
Kemalpasa 9
Ara Toplam 70
Genel Toplam 232

4.3. Phomopsis viticola izelatlarimn Morfolojik Tanilanmas: ve Kiiltiirel Ozelliklerinin

Belirlenmesi

4.3.1. Koloni Gelisme Hizlar1 ve Piknit Olusumu

Izolatlarin koloni gelisme hizlar1 ve koloni caplar: birbirini dik kesen iki noktadan
anilan giinlerde cetvelle dlgiilerek belirlenmistir. izolatlarm gelisim hizlar1 3.2.3.1°de ifade
edildigi gibi 3 farkli gruba (yavas, orta ve hizl) ayrilarak degerlendirilmistir. izolatlar, PDA
ortaminda 24 °C’de 3, 7 ve 14 giinlikk inkiibasyon sonrasinda farkli miselyal koloni
gelisimleri gdstermislerdir. Olgiim sonucunda elde edilen bulgular Cizelge 4.2, 4.3 ve 4.4°de
gosterilmistir. Cizelge 4.2’ye gore inkiibasyonun 3. giiniinde toplam 33 izolat 0,5-1,79 cm
ortalama miselyal ¢ap1 ile yavas gelisenler olarak Grup 1°de yer almistir. Ortalama miselyal
koloni ¢ap1 1,80-2,43 cm olan 147 izolat orta hizda gelisenler olarak Grup 2’de yer almustir.
Geri kalan 52 izolat ise 2,44-3,23 cm ortalama miselyal koloni ¢ap1 ile hizli gelisenler
olarak Grup 3’de yer almistir. Inkiibasyonun 7. giiniinde yapilan 6lciimlerde ortalama
miselyal koloni ¢ap1 2-3,44 cm olan 62 izolat 1. Grupta (yavas), 3,45-4,61 cm olan 109
izolat 2. Grupta (orta hiz) ve 4,62-6 cm olan 61 izolat 3. Grupta (hizli) yer almislardir
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(Cizelge 4.3). Inkiibasyonun 14. giiniinde yapilan 6lciimlerde ise 2,28-4,8 cm miselyal ¢ap
araliginda yer alan 25 izolat Grup 1 de, miselyal ¢ap1 4,81-5,53 cm olan 51 izolat Grup 2’de
5,54-7 cm olan 156 izolat Grup 3’de yer almistir. (Cizelge 4.4). Sonug olarak tiim illerde
inkiibasyonun 3., 7. ve 14. giinlerinde yavas, orta ve hizli gelisen izolatlara rastlanmistir.
Ancak izolatlarin %63,36 ve %46,98’1 inkiibasyonun {i¢iincii ve yedinci giiniinlerinde orta
hizda ve izolatlarin %67,24’ii 14. giiniinde hizli miselyal koloni gelisimi, izolatlarin
%14,22, %26,29 ve %21,98’1 sirastyla inkiibasyonunu 3. 7. ve 14. gelisim giinlerinde yavas

miselyal koloni gelisimi gostermislerdir (Sekil 4.1).

%63.36 %67.24
%46.98

%26.72 926.29 %21.98

22.41 %21.98
%14.22 I I

3. gilin 7. glin 14. giin
EGrup ' mGrupll =Grup Il
1: izolatlar koloni ¢aplarinin ortalamasi yavas (Grup 1), orta (Grup 1) ve hizli (Grup 1)

Sekil 4.1. Ege Bolgesinden elde edilen Phomopsis spp. izolatlarinin besi ortaminda

inkiibasyon 3., 7. ve 14. giinlerindeki miselyal koloni gelisimlerinin yiizde oranlari
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Cizelge 4.2. Ege Bolgesinden elde edilen Phomopsis spp. izolatlarinin besi ortaminda

inkiibasyonun 3. giiniinde miselyal koloni gelisim hizlarina gére gruplandirilmasi

Koloni Cap Aralig (cm)

Grup |
(0,5-1,79)

763Ko, 822Ku, 842Ku, 1208Na, 1211Na, 1213Na, 1215Na, 955M, 1216Na, 1220Na,
1223Na, 1225Na, 1226Na, 1230Na, 910M, 961M, 888G, 1248Bu, 1108Sa, 1112Sa,
1118Sa, 1119Sa, 1140Sa, 1027K, 1141Sa, 1161Al, 1164Al, 786Se, 791Se, 793Se,
904M, 1100B, 1102B

Toplam

33

Grup Il
(1,80-2,43)

754Ko, 759Ko, 765Ko, 771S6, 803Ku, 805Ku, 811Ku, 825Ku, 919M, 823Ku,
813Ku, 815Ku, 818Ku, 820Ku, 981Sr, 965Sr, 837Ku, 927M, 827Ku, 828Ku, 831Ku,
830Ku, 832Ku, 847Ku, 848Ku, 1209Na, 982Sr, 1233Na, 1210Na, 899Bu,1212Na,
1221Na, 1227Na, 856C, 858C, 862C, 900Bu, 865C, 869C, 880C, 882C, 884C, 890G,
896Bu, 901Bu, 903Bu, 1243Bu, 1244Bu, 1249Bu, 1250Bu, 1253Bu, 933M, 1254BLU,
1255Bu, 986Sr, 1258Bu, 1259Bu, 1260Bu, 1262Bu,788Se, 1264Bu, 1266Bu,
1267Bu, 1268Bu, 1269Bu, 995Sr, 966Sr, 906M, 970Sr, 971Sr, 979Sr, 993Sr, 997Sr,
998Sr, 1003Sr, 1014Sr, 913M, 1018Sr, 1106Sa, 780Se, 1109Sa, 1111Sa, 1115Sa,
1127Sa, 1116Sa, 1117Sa, 1120Sa, 1121Sa, 783Se, 1128Sa, 1129Sa, 1135Sa, 926M,
1273Ef, 1137Sa, 1143Sa, 1145Sa, 1149Sa, 1151Sa, 1157Al, 1158Al, 784Se,1159Al,
1160Al, 1167Al, 1173Al, 785Se, 774Se, 1052B, 922M, 921M, 1185Al, 1194Al,
1197Al, 1205Al, 1207Al, 779Se, 1058B, 1062B, 1286Ba, 1048B, 1049B, 10508,
1061B, 1060B, 1057B, 10558, 1056B, 1101B, 10658, 1066B, 1071B, 936M, 941M,
962M, 1024K, 1028K, 1032K, 1035K, 1045K, 1072B, 1079B, 1084B, 1085B, 1091B,
1092B, 1095B

Toplam

147

Grup 11
(2,44-3,23)

755Ko, 756Ko, 762Ko, 770S6, 808Ku, 809Ku, 844Ku, 812Ku, 821Ku, 841Ku,
843Ku, 1222Na, 1229Na, 860C, 861C, 867C, 889G, 891G, 870C, 878C, 885C, 887C,
892G, 894G, 898Bu, 1242Bu, 1245Bu, 1251Bu, 1252Bu, 1265Bu, 1270Bu, 898Bu,
964Sr, 996Sr, 1006Sr, 1005Sr, 1012Sr, 1021Sr, 1107Sa, 1124Sa, 778Se, 1043K,
959M, 781Se, 799Se, 947M, 1036K, 1070B, 1080B, 1086B, 10888, 1098B

Toplam

52

Not: Na Nazilli, Ku Kusadasi, S6 Séke, C Cal, Bu Buldan, Se Selguk, M Menemen, Ef Efem Cukuru, K
Kemalpasa, B Bayindir, Sr Saruhanli, Sa Salihli, Al Alasehir
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Cizelge 4.3. Ege Bolgesinden elde edilen Phomopsis spp. izolatlarinin besi ortaminda

inkiibasyonun 7. giiniinde miselyal koloni gelisimlerine gore gruplandirilmasi

Koloni Cap Aralig (cm)

Grup |
(2-3,44)

754Ko, 763Ko, 803Ku, 813Ku, 818Ku, 831Ku, 842Ku, 1208Na, 1209Na,
1210Na, 1211Na, 1213Na, 1215Na, 1216Na, 1220Na, 1223Na, 860C, 865C,
869C, 884C, 858C, 856C, 888G, 1225Na, 1226Na, 1230Na, 1243Bu, 1248Bu,
1250Bu, 1253Bu, 1254Bu, 1255Bu, 1258Bu, 1259Bu, 1260Bu, 1262Bu,
1264Bu, 1266Bu, 1269Bu, 986Sr, 996Sr, 998Sr, 1018Sr, 1108Sa, 1109Sa,
1112Sa, 1117Sa, 1118Sa, 1137Sa, 1194Al, 786Se, 791Se, 904M, 910M,
919M, 955M, 1028K, 1091B, 1092B, 1100B, 1102B, 1286Ba

Toplam

62

Grup Il
(3,45-4,61)

759Ko, 771S6, 844Ku, 815Ku, 820Ku, 822Ku, 823Ku, 827Ku, 828Ku,
843Ku, 847Ku, 848Ku, 1212Na, 1229Na, 862C, 867C, 892G, 894G, 896Bu,
1267Bu, 965Sr, 993Sr, 995Sr, 997Sr, 1003Sr, 1005Sr, 1012Sr, 1014Sr,
1106Sa, 1107Sa, 1111Sa, 1115Sa, 1116Sa, 1119Sa, 1120Sa, 1121Sa, 11408Sa,
1143Sa, 1149Sa, 1157Al, 1158Al, 1160Al, 1161Al, 1164Al, 1167Al, 1173Al,
1185Al, 1197Al, 1205Al, 778Se, 783Se, 982Sr, 825Ku, 784Se, 793Se, 927M,
936M, 941M, 961M, 1024K, 1027K, 1035K, 1043K, 1045K, 1070B, 1079B,
1084B, 1085B, 1101B, 809Ku, 821Ku, 830Ku, 832Ku, 837Ku, 901Bu, 899Bu,
900Bu, 903Bu, 979Sr, 1135Sa, 1141Sa, 966Sr, 970Sr, 971Sr, 981Sr, 1129Sa,
906M, 921M, 933M, 1052B, 774Se, 1062B, 1058B, 913M, 922M, 926M,
1048B, 1049B, 1050B, 1055B, 1056B, 1057B, 1060B, 1061B, 1065B, 1066B,
1071B, 808Ku, 811Ku

Toplam

109

Grup 11
(4,3-6)

979Sr, 1135Sa, 1141Sa, 966Sr, 970Sr, 971Sr, 981Sr, 982Sr, 1129Sa, 906M,
921M, 933M, 1052B, 774Se, 1062B, 1058B, 913M, 922M, 926M, 1048B,
1049B, 1050B, 1055B, 1056B, 1057B, 1060B, 1061B, 1065B, 10668, 1071B,
808Ku, 811Ku, 825Ku

Toplam

61

Not: Na Nazilli, Ku Kusadasi, S6 Soke, C Cal, Bu Buldan, Se Selguk, M Menemen, Ef Efem Cukuru, K
Kemalpasa, B Bayindir, Sr Saruhanli, Sa Salihli, Al Alasehir
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Cizelge 4.4. Ege Bolgesinden elde edilen Phomopsis spp. izolatlarinin besi ortaminda

inkiibasyonun 14. giiniinde miselyal koloni gelisimlerine gore gruplandirilmasi

Koloni Cap Aralig (cm)

Grup |
(2,28-4,8)

763Ko, 843Ku, 848Ku, 1230Na, 862C, 867C, 1248Bu, 986Sr, 996Sr, 1109Sa,
1112Sa, 1117Sa, 1194Al, 786Se, 791Se, 910M, 936M, 955M, 1027K, 1079B,
1085B, 1092B, 1100B, 1286Ba, 1137Sa

Toplam

25

Grup Il
(4,81-5,53)

756Ko, 759Ko, 803Ku, 823Ku, 827Ku, 828Ku, 841Ku, 847Ku, 1216Na,
1229Na, 1233Na, 880C, 887C, 888G, 889G, 890G, 892G, 894G, 1242Bu,
1244Bu, 1255Bu, 1258Bu, 1259Bu, 965Sr, 998Sr, 1012Sr, 1018Sr, 1106Sa,
1107Sa, 1108Sa, 1118Sa, 1124Sa, 1145Sa, 83Se, 785Se, 793Se, 919M, 927M,
941M, 1024K, 1028K, 1035K, 1045K, 1072B, 1080B, 1084B, 1088B, 1091B,
1273Ef, 809Ku, 1128Sa

Toplam

51

Grup 11
(5,44-7)

754Ko, 755K0, 762Ko, 765ko, 770S6, 771S6, 805ku, 844ku, 812ku, 813ku,
815ku, 818ku, 820ku, 822ku, 831ku, 842ku, 1208Na, 1209Na, 1210Na,
1211Na, 1212Na, 1213Na, 1215Na, 1220Na, 1221Na, 1222Na, 1223Na,
1225Na, 1226Na, 1227Na, 856C, 858C, 860C, 861C, 865C, 869C, 870C,
878C, 882C, 884C, 885C, 891G, 896Bu, 898Bu, 1243Bu, 1245Bu, 1249Bu,
1250Bu, 1251Bu, 1252Bu, 1253Bu, 1254Bu, 1260Bu, 1262Bu, 1264Bu,
1265Bu, 1266Bu, 1267Bu, 1268Bu, 1269Bu, 1270Bu, 964Sr, 993Sr, 995Sr,
997Sr, 1003Sr, 1005Sr, 1006Sr, 1014Sr, 1021Sr, 1111Sa, 111Sa, 1116Sa,
1119Sa, 1120Sa, 1121Sa, 1127Sa, 1140Sa, 1143Sa, 1149Sa, 1151Sa, 1157Al,
1158Al, 1159Al, 1160Al, 1161Al, 1164Al, 1167Al, 1173Al, 1185Al, 1197Al,
1205Al, 1207Al, 778Se, 779Se, 780Se, 781Se, 784Se, 788Se, 799Se, 947M,
959M, 961M, 962M, 1032K, 1036K, 1043K, 1070B, 1086B, 10958, 1098B,
1101B, 1102B, 821Ku, 830Ku, 832Ku, 837Ku, 901Bu, 899Bu, 900Bu, 903BU,
979Sr, 1135Sa, 1141Sa, 966Sr, 970Sr, 971Sr, 981Sr, 982Sr, 1129Sa, 906M,
921M, 933M, 1052B, 774Se, 1062B, 1058B, 772Se, 904M, 913M, 922M,
926M, 1048B, 1049B, 1050B, 10558, 10568, 1057B, 1060B, 1061B, 1065B,
1066B, 1071B, 808Ku, 811Ku, 825Ku

Toplam

156

Not: Na Nazilli, Ku Kusadasi, S6 Soke, C Cal, Bu Buldan, Se Selguk, M Menemen, Ef Efem Cukuru, K
Kemalpasa, B Bayindir, Sr Saruhanli, Sa Salihli, Al Alasehir

Inkiibasyonun 4. haftasinda toplam 232 adet izolata ait 1 cm? lik alanda ortalama

piknit sayisi skala degerlerine gore Cizelge 4.5’te verilmistir. Bes izolatta piknit olusumu

gbzlenmemistir. izolatlarm 5’inde 1 cm? alanda 1 ile 25 arasinda piknit olusmustur. Otuz

izolatta 26-50 arasinda piknit “2” skala degerinde yer almistir. Diger izolatlardan, 152’si 50

ile 100 arasinda ve 40’1 100’iin iizerinde piknit olusturmustur (Cizelge 4.5). izolatlarin

piknit olusum degerlendirmesine bakildiginda, izolatlarin %98’inde piknit olusumu

gozlemlenirken piknit yogunlugunda farkliliklar saptanmustir (Sekil 4.2).
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Cizelge 4.5. Besi ortaminda inkiibasyonun doérdiincii haftasinda Ege Bolgesinden elde

edilen Phomopsis spp. izolatlarinin olusturduklar: piknit sayilari

Piknit sayisi re ller - -
Aydin Denizli Manisa Izmir
0: (Piknit 1109sa, 1137sa,
yok) - - 114553 959M, 1092B
Toplam 0 0 3 2
1: (1-25) 1216Na 899Bu 986Sr 919M, 1091B
Toplam 1 1 1 2
2: (26-50) 763Ko, 803Ku, 882C, 887C, 1124Sa, 1128Sa, | 793Se, 904M,
823Ku, 1233Na 888C, 1269Bu, | 1141Sa, 1194Al, | 913M, 1027K,
889G, 892G, 926M, 961 M,
894G 1032K, 1036K,
10508, 1072B,
1066B, 1070B,
1080B, 1084B, 1286Ba
Toplam 4 7 4 15
3: (50-100) 755Ko0, 756Ko, 858C, 860C, 964Sr, 965Sr, 772Se, 774Se,
759Ko, 77086, 861C, 862C, 966Sr, 971Sr, 778Se, 779Se,
77186, 809Ku, 867C, 870C, 979Sr, 982Sr, 780Se, 785Se,
813Ku, 820Ku, 884C, 891G, 993Sr, 995Sr, 781Se, 784Se,
821Ku, 822Ku, 878C, 880C, 996Sr, 997Sr, 786Se, 788Se,
825Ku, 827Ku, 885C, 890G, | 1003Sr, 100Sr, 906M, 910M,
828Ku, 830Ku, 896Bu, 900Bu, | 1006Sr, 1012Sr, | 921M, 922M,
832Ku, 1230Na, 1242Bu, 1014Sr, 1018Sr, | 933M, 936M,
837Ku, 841Ku, 1244Bu, 1021Sr, 1106Sa, | 941M, 947M,
842Ku, 843Ku, 1245Bu, 1107Sa, 1108Sa, | 955M, 962M, 1024K,
844Ku, 84Ku, 1248Bu, 1111Sa, 1112Sa, | 1028K,
848Ku, 1211Na, | 1250Bu, 1115Sa, 1116Sa, | 1035K, 1043K,
1212Na, 1221Na, | 1252Bu, 1117Sa, 1118Sa, | 791Se, 1045K,
1222Na, 1225Na, | 1253Bu, 1119Sa, 1121Sa, | 1052B, 1058B,
1227Na, 1229Na | 1255Bu, 1129Sa, 1135Sa, | 1048B, 1049B,
1260Bu, 1140Sa, 1143Sa, | 1055B, 1056B,
1264Bu, 1149Sa, 1151Sa, | 1057B, 1060B,
1265Bu, 1157Al, 1158Al, | 1061B, 1071B,
1266Bu, 1159Al, 1160Al, | 1062B, 1065B,
1267Bu, 1161Al, 1164Al, | 1079B, 1085B,
1268Bu, 1167Al, 1185Al, | 1086B,1100B,
1270Bu 1197Al, 1207Al, | 1088B, 1098B,
998Sr 1101B, 1102B,1273Ef
Toplam 31 29 45 47
4: (100<) 754Ko, 762Ko, | 856C, 865C, | 970Sr, 981sr, 783Se, 799Se,
805Ku, 808Ku, | 869C, 898Bu, | 1120Sa, 1127Sa, | 927M, 1095B
811Ku, 812Ku, | 901Bu, 903Bu, 1173Al, 1205Al
815Ku, 831Ku, 1249Bu,
852Ku, 1208Na, | 1251Bu,
1209Na, 1210Na, | 1254Bu,
1213Na, 1215Na, | 1258Bu,
1220Na, 1223Na, | 1259Bu,
1226Na 1262Bu,
1243Bu
Toplam 17 13 6 4

Not: Izolat isimlendirmelerinde; Na Nazilli, Ku Kusadasi, S6 Soke; C Cal, Bu Buldan; Se Selcuk, M
Menemen, Ef Efem Cukuru; K Kemalpasa; B Bayindir; Sr Saruhanli Sa Salihli; Al Alasehir, 0-4 skalasi
(1 cm? lik alanda piknit say1s1): O: piknit yok; 1: 1-25 piknit; 2: 26-50 piknit; 3:50-100 piknit; 4: >100

piknit
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® 0 (Piknit yok) =1 (1-25) u 2 (26-50)

3 (50-10) m 4 (100<)
‘0
66%

Sekil 4.2. Besi ortaminda inkiibasyonun dordiincii haftasinda Ege Bolgesinden elde edilen

Phomopsis spp. izolatlarinin piknit sayisinin yiizde oranlart

4.3.2. Koloni renkleri

Calismanin bu bolimiinde PDA ortaminda 24 °C figlincii, yedinci ve 14. giinliik
inkiibasyonun ardindan, izolatlar koloni renkleri yoniinden beyaz, gri ve krem olmak tizere
3 farkli gruba ayrilmislardir. Inkiibasyonun iigiincii giiniinde tiim izolatlarda (%2100) beyaz
renkte koloniler goriilmiistiir (Resim 4.4). Inkiibasyonun yedinci giiniinde ise 45 izolat
(%19,39) gri, 173 izolat (%74,56) beyaz ve 14 izolat (%6,03) krem renkte koloniler
olusturmuslardir (Resim 4.5). Tiim illerde beyaz, gri ve krem renkli izolatlara rastlanmigtir
(Cizelge 4.6). Degerlendirmenin 14. giiniinde 137 izolatta (%59,05) gri, 83 izolatta
(%35,77) beyaz ve 12 izolatta (%5,17) krem renkte koloniler gériilmiistiir. Beyaz ve gri
renkli izolatlara tiim illerde rastlanirken Manisa’da krem renkli izolata rastlanmamistir
(Cizelge 4.7).

Resim 4.4. Ege Bolgesinden elde edilen Phomopsis spp. izolatlarinin besi ortaminda

inkiibasyonun 3. giiniinde olusan beyaz renkli koloniler
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Resim 4.5. Ege Bolgesinden elde edilen Phomopsis spp. izolatlarinin besi ortaminda

inkiibasyonun 7. giiniinde olusan a) beyaz, b) gri ve c) krem renkte koloniler
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Cizelge 4.6. Ege Bolgesinden elde edilen Phomopsis spp. izolatlarinin besi ortaminda

inkiibasyonun 7. giiniinde koloni renklerine gore dagilimi

iller
Koloni Aydin Denizli Manisa [zmir
Renkleri
754Ko, 756Kao, 860C, 862C, 867C, | 964Sr, 965Sr, 779Se, 781Se,
765ko, 77086, 870C, 878C, 880C, | 966Sr, 970Sr, 784Se,
812Ku, 815Ku, 882C, 885C, 887C, | 971Sr, 979Sr, 785Se, 786Se,
821Ku, 822Ku, 888C, 889G, 890G, | 981Sr, 997Sr, 788Se,
830Ku, 832Ku, 891G, 892G, 894G, | 982Sr, 993Sr, 919M, 922M, 793Se,
842Ku, 847Ku, 899Bu, 900Bu, 998Sr, 1005Sr, 799Se, 904M, 910M,
852Ku, 1216Na, 856C, 1248Bu, 1003Sr, 1006Sr, 927M, 936M, 941M,
1221Na, 1222Na, 1244Bu, 858C, 1012Sr, 1014Sr, 947M, 961M, 962M
1227Na, 1229Na, | 896Bu, 1252Bu, 1018Sr, 1111Sa, | 791Se, 906M, 913M,
1230Na, 1233Na, 1267Bu, 898Bu, 1106Sa, 1108Sa, | 921M, 926M, 933M,
762Ko, 803Ku, 901Bu, 1242Bu, 1109Sa, 1112Sa, | 903M, 1028K,
811Ku, 820Ku, | 1265Bu, 1266BuU, 1124Sa, 1127Sa, | 774se,
825Ku, 837Ku, 1268Bu, 1269Bu, 1128Sa, 1135Sa, | 1024K, 1027K,
Beyaz 844Ku, 1208Na, 1245Bu 1137Sa, 1140Sa, | 1032K, 1036K,
1209Na, 1210Na, 1141Sa, 1149Sa, | 1048B, 1049B,
1211Na, 1212Na, 1115Sa, 1116Sa, | 1050B, 1057B,
1213Na, 1225Na, 1118Sa, 1119Sa, | 1061B, 1065B,
1226Na 1129Sa, 1143Sa, | 1066B, 1070B,
1151Sa, 1157Al, | 1071B, 1072B,
1158Al, 1159Al, | 1079B, 1086B,
1160Al, 1164Al, | 1088B, 1091B,
1167Al, 1205Al, | 1092B, 1095B,
1194Al, 1207Al, | 1098B, 1101B,
1021Sr 1102B, 1286Ba,
955M, 1055B,
1060B, 1062B,
1084B, 1085B,
1100B
Toplam 35 33 47 58
755K0,763K0 865C, 869C, 884C, | 1145Sa, 995Sr, 772Se, 780Se,
77186,809Ku 1249Bu, 1250Bu, 1121Sa, 1161Al, | 783Se, 1043K,
823Ku,828Ku 1251Bu, 1253Bu, 1173Al, 1185Al, | 1045K, 10808,
Gri 848Ku,805Ku 1254Bu, 1255Bu, 996Sr 1273Ef,
808Ku,813Ku 1258Bu, 1259Bu, 959M, 1035K,
831Ku,1215Na 1262Bu, 1264Bu 1052B, 1058B
1220Na,1223Na
Toplam 14 13 7 11
759Ko, 827Ku, 861C, 1242Bu, 986Sr, 1107Sa, 1056B, 778Se
Krem 841Ku, 843Ku 1260Bu 1117Sa, 1120Sa,
1197Al
Toplam 4 3 5 2

Not: izolat isimlendirmelerinde; Na Nazilli, Ku Kusadasi, S6 Soke; C Cal,
Menemen, Ef Efem Cukuru; K Kemalpasa; B Bayindir; Sr Saruhanli Sa Salihli; Al Alasehir

Bu Buldan; Se Selguk,
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Cizelge 4.7. Ege Bolgesinden elde edilen Phomopsis spp. izolatlarinin besi ortaminda

inkiibasyonun 14. giiniinde koloni renklerine gore dagilimi

iller
R}:glkolzlri Aydin Denizli Manisa izmir
754Ko, 755Ko, 856C, 870C, 1108Sa,1109Sa 779Se,781Se
762Ko, 842Ku, 878C, 891G, 1111Sa,979Sr 784Se,788Se
803Ku, 812Ku, 882C, 888G, 1112Sa,1115Sa 785Se,786Se
815Ku, 822Ku, 894G, 901Bu, 1124Sa,1143Sa 793Se,799Se
831Ku, 808Ku, 1248Bu, 1266Bu, | 1127Sa,1141Sa 903M,936M
852Ku, 837Ku, 1252Bu, 1262Bu 1149Sa,1128Sa 910M,919M
1211Na, 1212Na, 1140Sa,966Sr 947M,955M
Beyaz 1216Na, 1221Na, 970Sr,971Sr 961M,926M
1222Na, 1227Na, 933M,1062B
1229Na, 1230Na, 1027K,1028K
1233Na, 811Ku, 1072B,1091B
825Ku 1079B,1085B
1092B,1095B
1101B,1102B
904M,1048B
1049B,1061B
Toplam 23 12 16 32
756Ko, 759Ko, 858C, 860C, 965Sr, 964Sr, 780Se, 783Se,
77186, 77086, | 861C, 867C, 862C, | 986Sr, 996Sr, 791Se, 959M,
763Ko, 765Ko, 865C, 993Sr, 995Sr, 927M, 941M,
805Ku, 844Ku, 869C, 884C, 997Sr, 998Sr, 962M, 1032K,
813Ku, 827Ku, | 885C, 837C, 981Sr, 982Sr, 1035K, 1045K,
820Ku, 823Ku, 889G, 890G, 892G, | 1005Sr, 1006Sr, 1036K, 1043K,
828Ku, 841Ku, 896Bu, 1012Sr, 1014Sr, | 1070B, 1080B,
843Ku, 809Ku, | 898Bu, 899Bu, 1018Sr, 1021Sr, | 1088B, 1100B,
847Ku, 848Ku, 1244Bu, 1245Bu, | 1106Sa, 1107Sa, | 1086B, 1098B,
1208Na, 1209Na, 1249Bu, 1250Bu, 11168Sa, 1117Sa, | 1273Ef, 772Se,
Gri 1226Na, 830Ku, 1251Bu, 1253Bu, | 1118Sa, 1119Sa, | 1286Ba, 74Se,
1210Na, 1213Na, | 1254Bu, 1255Bu, | 1120Sa, 1121Sa, | 922M, 10508,
1215Na, 1220Na, | 1258Bu, 1259Bu, 11458Sa, 1151Sa, | 7906M, 913M,
1223Na, 1225Na 1260Bu, 1264Bu, | 1157Al, 1158Al, | 921M, 1056B,
1265Bu, 1268Bu, | 1159Al, 1160Al, | 1052B, 1055B,
1269Bu, 1270Bu, 1161Al, 1164Al, | 1058B, 1057B,
1243Bu 1167Al, 1173Al, | 1060B
1185Al, 1194Al,
1197Al, 1205Al,
1207Al, 1129Sa,
1135Sa, 1137Sa,
1003Sr
Toplam 28 33 43 33
821Ku, 832Ku 880C, 1242Bu, - 778Se, 1024K,
Krem 1267Bu, 900Bu 1084B, 10668,
1071B, 1065B
Toplam 2 4 0 6

Not: Izolat isimlendirmelerinde; Na Nazilli, Ku Kusadasi, S6 Soke; C Cal, Bu Buldan; Se Selguk, M
Menemen, Ef Efem Cukuru; K Kemalpasa; B Bayindir; Sr Saruhanli Sa Salihli; Al Alasehir
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4.3.3. Spor Olusumlari

Besi ortaminda inkiibasyonun 14. giiniinde izolatlarin spor degerlendirilmesinde;
izolatlarin hepsi PDA iizerinde o sporlart tretmistir. Sadece 13 izolatta o ve B sporlari
birlikte goriilmiis ve bu izolatlarda o sporlarin yogunlugunun B sporlarina gore daha fazla
oldugu gozlemlenmistir. a sporlarin boyutlar: ortalama 8-11,04 pm x 1,7-2,8 um biiyiiklik
arasinda degismistir.  sporlar ise 20,5-25,14 um x 0,83-1,06 um boyutlarinda olup kivrimli
uclar olusturmuslardir (Resim 4.6). Her bir izolata ait ortalama spor boyutlar1 EK 1 ve 2’de
gbsterilmistir. Sonug olarak Aydin’da 4, Denizli’de 1, Manisa’da 3 ve Izmir’de 5 izolatta
her iki spor (o ve P) tipi goriiniirken ve 219 izolatta (%94,39) sadece a sporlarin varhig
belirlenmistir. o ve B sporlart goriilen beyaz ve agik krem renkli olan izolatlarda gelisme
hiz1 ve biiytime ¢api, gri renkli kolonileri olan izolatlara gore daha az ve dar biiylime

halkalar1 ile gelisme gostermistir.

Resim 4.6. Phomopsis viticola izolatlarinin o ve 3 sporlarindan goriiniimler

4.4. Fungal izolatlarin Molekiiler Tans1

[zolatlarin kiiltiirel dzellikleri degerlendirildikten sonra toplam 232 Phomopsis spp.
izolatin molekiiler tanis1 i¢in ilk 6nce DNA ekstraksiyonu Gegioglu Erincik vd. (2020) gore
yapilmis ve ardindan PCR ile gogaltilarak P. viticola’nin tanimi yapilmistir. PCR testi
sonucunda 232 izolattan 214’tinde beklenen 300 bp biiytikligiinde bantlar elde edilmis ve
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boylece bu izolatlarin P. viticola olarak kesin tanisi gergeklestirilmistir (Resim 4.7 ve
Cizelge 4.8). Ornekleme yapilan tiim illerde P. viticola izolatlar1 elde edilmistir. Cizelge

4.8’e gore Aydm ilinden 50, Denizli ilinden 50, Manisa ilinden 52 ve izmir ilinden 62 izolat
P. viticola olarak tanilanmustir.

300 bp

Negatif izolat

Resim 4.7. Phomopsis viticola izolatlarmin PCR {iriinlerine ait elektroforetik goriiniim
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Cizelge 4.8. PCR testi sonucunda tanilanan Phomopsis viticola izolat sayilarmin Ege

Bolgesi il ve ilgelerine gore dagilimi

iller ilceler izolat sayilan
Nazili 18
Kogarlt 6
Aydin Sike 2
Kusadasi 24
Ara Toplam 50
Cal 15
Denizli Giinay 6
Buldan 29
Ara Toplam 50
Salihli 24
Manisa Alasehir 12
Saruhanli 16
Ara Toplam 52
Selguk 13
Baymdir 26
Trmir Efem gukur 1
Urla 1
Menemen 14
Kemal pasa 7
Ara Toplam 62
Genel Toplam 214

4.5. Fungal izolatlarda dsRNA Varhgnin Belirlenmesi

Molekiiler yontemler ile tanimlanmasi yapilan 214 P. viticola izolatt dSRNA varligi
yoniinden Balijja vd. (2008) tarafindan gelistirilen yontem kullanarak incelenmistir. Cizelge
4.9’da goriildigi gibi 6rnekleme yapilan tiim il ve ilgelerde farkli sayilarda dSRNA igeren
P. viticola izolatlara rastlanmistir. dSRNA analizleri sonucunda 214 P. viticola izolatindan
toplam 125 izolatta jel elektroforez de £ DNA/Hindlll marker gore dSRNA bandlari
degerlendirilmis ve GelAnalyzer 19.1 (www.gelanalyzer.com) programini kullanarak
yaklagik 9,4 kb molekiiler agirliginda dsRNAlar saptanmigtir (Resim 4.8 ve Cizelge 4.9).
Ayrica bazi izolatlarda yaklasik 2,5 kb biiyiikliigiinde ¢ok ne goriillmeyen dSRNA bantlar1 da

tesbit edilmistir.
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9 10

11

12, 13

14

Resim 4.8. Phomopsis viticola izolatlarindan elede edilen dsSRNA larin elektroforetik analiz
sonuglar1 1) Marker £ DNA/Hindlll (23 kb), 2) USA-2 pozitif kontrol (12,7 kb
Cryphonectri parasitica), 3-11) dsRNA pozitif (~ 9,4 kb) ve 12-14) dsRNA negatif

izolatlar

Cizelge 4.9. Aydin, Denizli, Manisa ve izmir illerinde dsSRNA pozitif (iceren) ve negatif

(igermeyen) Phomopsis viticola izolat sayilarinin dagilimlari

iller
Aydin Denizli Manisa izmir
dsRNA dsRNA dsRNA dsRNA dsRNA dsRNA dsRNA DsRNA

()" () () () () () (+) )
755Ko0 754Ko 860C 856C 986Sr 964Sr 772Se 778Se
756Ko0 762kKo 861C 858C 998Sr 966Sr 779Se 791Se
759Ko 803Ku 862C 865C 1005Sr 970Sr 780Se 913M
763Ko 805Ku 867C 869C 1021Sr 971Sr 781Se 926M
765Ko0 813Ku 870C 884C 1106Sa 981Sr 783Se 955M
770S6 818Ku 878C 898Bu 1107Sa 982Sr 784Se 959M
771S6 820Ku 880C 896Bu 1108Sa 993Sr 785Se 1055B
812Ku 831Ku 882C 901Bu 1109Sa 995Sr 786Se 10568
815Ku 844Ku 885C 1243Bu 1112Sa 997Sr 788Se 1060B
822Ku 1208Na 887C 1245Bu 1117Sa 1003Sr 793Se 1084B
823Ku 1209Na 888C 1249Bu 1124Sa 1012Sr 799Se 1085B
827Ku 1210Na 889G 1250Bu 1127Sa 1014Sr 904M 1100B
828Ku 1211Na 890G 1251Bu 1128Sa 1111Sa 910M
841Ku 1212Na 891G 1253Bu 1135Sa 1115Sa 919M
842Ku 1213Na 892G 1254Bu 1137Sa 1116Sa 922M
843Ku 1215Na 894G 1255Bu 1140Sa 1119Sa 927M
847Ku 1220Na 899Bu 1258Bu 1141Sa 1120Sa 936M
848Ku 1223Na 900Bu 1259Bu 1145Sa 1121Sa 941M
1216Na 1225Na 903Bu 1260Bu 1149Sa 1129Sa 947M
1221Na 1226Na 1242Bu 1262Bu 1194Al 1143Sa 961M
1222Na 1244Bu 1264Bu 1207Al 1151Sa 962M
1227Na 1248Bu 1265Bu 1157Al 1024K
1229Na 1252Bu 1266Bu 1158Al 1027K
1230Na 1267Bu 1268Bu 1160Al 1028K
1233Na 1269Bu 1161Al 1032K
809Ku 1270Bu 1164Al 1036K
821Ku 1167Al 1043K
830Ku 1173Al 1045K
832Ku 1185Al 1048B
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Cizelge 4.9. Aydin, Denizli, Manisa ve Izmir illerinde dsRNA pozitif (igeren) ve negatif

(icermeyen) Phomopsis viticola izolat sayilarinin dagilimlari (Devami)

iller
Aydin Denizli Manisa izmir
dsRNA dsRNA dsRNA dsRNA dsRNA dsRNA dsRNA DsRNA
(+)* () () () (*) () () ()
852Ku 1197Al 1049B
1205Al 1050B
1057B
1061B
1065B
1066B
1070B
1071B
1072B
1079B
1080B
1086B
1088B
1091B
1092B
1095B
1098B
1101B
1102B
1273Ef
1286Ba
Toplam 30 20 24 26 21 31 50 12
Toplam; 125 dsRNA(+), 89 dsRNA (-)

Not: Izolat isimlendirmelerinde; Na Nazilli, Ku Kusadasi, S6 Soke; C Cal, Bu Buldan; Se Selguk, M

Menemen, Ef Efem Cukuru; K Kemalpasa; B Bayindir; Sr Saruhanh Sa Salihli; Al Alasehir, 1: dSRNA
pozitif (+), dSRNA negatif (-)

4.6. dsSRNA iceren ve Icermeyen Phomopsis viticola Izelatlarmin Biyolojik Yénden

Karakterizasyonu

4.6.1. Koloni Renkleri

Toplam 125 adet dsRNA pozitif ve temsili olarak segilen ii¢ adet dsSRNA negatif
(toplam 128) P. viticola izolatlar1 kiiltiirel oOzellikleri yoniinden incelenmis Ve

karsilastirilarak degerlendirilmistir.

PDA’da olusan kolonilerin renk degerlendirme test sonucunda; inkiibasyonun 3.

giiniinde dSRNA pozitif ve negatif izolatlarin hepsinde beyaz renkte koloniler olusturdugu
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belirlenmistir. Inkiibasyonun 7. giinde 101 dsRNA pozitif ve 3 dsRNA negatif (104 izolat)
izolatta beyaz, 14 izolatta gri, 10 izolatta ise krem renkte konidilerin olustugu gozlenmistir
(Cizelge 4.10). inkiibasyonun 14. giiniinde dsRNA negatif izolatlarm hepsi ve 62 dsRNA
pozitif izolatinda gri renkte koloniler olusturdugu gozlenmis ve diger izolatlarda ise 47

beyaz, 16 krem renkte koloniler meydana gelmistir (Cizelge 4.11).

Izolatlarmn ii¢ farkli inkiibasyon giinlerinin degerlendirilmesinde genel olarak beyaz
renk koloniler daha fazla meydana gelmistir. Ancak P. viticola dsRNA pozitif ve dsSRNA

negatif izolatlar arasinda belirgin bir koloni rengi farkliligi gézlenmemistir.

Cizelge 4.10. Ege Bolgesinden elde edilen dsSRNA pozitif ve negatif Phomopsis viticola

izolatlariin inkiibasyonun 7. giiniinde koloni renkleri

Koloni Inkiibasyonun

Renkleri 7. giinii

862C, 867C, 870C, 878C, 880C, 882C, 885C, 887C, 888C, 889G, 890G, 891G,
892G, 894G, 779Se, 781Se, 784Se,785Se, 786Se, 788Se, 793Se, 799Se, 904M,
910M, 919M, 922M, 927M, 936M, 941M, 947M, 961M, 962M, 1233Na, 860C,
903Bu, 1244Bu, 756Ko, 765Ko0, 770S6, 852Ku, 812Ku, 815Ku, 821Ku, 822Ku,
830Ku, 832Ku, 842Ku, 847Ku, 899Bu, 900Bu, 1267Bu, 998Sr, 1216Na, 1221Na,
Beyaz 1222Na, 1227Na, 1229Na, 1230Na, 1248Bu, 1252Bu, 1005Sr, 1021Sr, 1106Sa,
1108Sa, 1109Sa, 1112Sa, 1124Sa, 1127Sa, 1128Sa, 1135Sa, 1137Sa, 1140Sa,
1141Sa, 1149Sa, 1194Al, 1207Al, 1024K, 1027K, 1028K, 1032K, 1036K, 1048B,
1049B, 1050B, 1057B, 1061B, 1065B, 1066B, 1070B, 1071B, 1072B, 1079B,
1086B, 1088B, 1091B, 1092B, 1095B, 1098B, 1101B, 1102B, 1286Ba, 805Ku(-)?,
1143Sa(-), 1055B(-)

Toplam 104

755Ko, 763Ko, 77186, 809Ku, 823Ku, 828Ku, 1145Sa, 772Se, 780Se, 783Se,

Gri 1043K, 1045K, 1080B, 1273Ef

Toplam 14

Krem 759Ko, 827Ku, 841Ku, 843Ku, 848Ku, 861C, 1242Bu, 986Sr, 1107Sa, 1117Sa
Toplam 10

Not: Izolat isimlendirmelerinde; Na Nazilli, Ku Kusadasi, S6 Soke; C Cal, Bu Buldan; Se Selcuk, M
Menemen, Ef Efem Cukuru; K Kemalpasa; B Bayindir; Sr Saruhanh Sa Salihli; Al Alasehir, 1: dSRNA
negatif (-)
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Cizelge 4.11. Ege Bolgesinden elde edilen dsRNA pozitif ve negatif Phomopsis viticola

izolatlariin besi ortaminda inkiibasyonunun 14. giiniinde koloni renkleri

Inkiibasyonun
14. giinii

867C, 882C, 888C, 779Se, 781Se,784Se,793Se,799Se,904M,910M, 919M, 936M,
947M, 961M, 1027K, 892G, 903M, 1108Sa, 770S6, 812Ku, 815Ku, 822Ku,
Beyaz 842Ku, 852Ku, 1216Na, 1221Na, 1222Na, 1229Na, 1230Na, 1233Na, 1112Sa,
1124Sa, 1127Sa, 1128Sa, 1140Sa, 1149Sa, 1028K, 1048B, 1049B, 1061B, 1072B,
1079B, 1091B, 1092B, 1095B,1101B,1102B
Toplam 47
848Ku, 860C, 861C, 862C, 870C, 880C, 885C, 878C, 889G, 890G, 894G, 899Bu,
772Se, 780Se, 783Se, 785Se, 786Se, 788Se, 922M, 927M, 941M, 962M, 1032K,
1036K, 755Ko, 756Ko, 763Ko, 765Ko0, 771S6, 809Ku, 823Ku, 828Ku, 830Ku,
Gri 841Ku, 843Ku, 847Ku, 1244Bu, 986Sr, 998Sr, 1043K, 1045K, 1050B, 1057B,
1070B, 1080B, 1086B, 1088B, 1098B, 1005Sr, 1021Sr, 1106Sa, 1107Sa, 1109Sa,
1117Sa, 1135Sa, 1137Sa, 1141Sa, 1145Sa, 1194Al, 1207Al, 1273Ef, 1286Ba,
805Ku(-)*, 1143Sa(-), 1055B(-)
Toplam 65
759Ko, 821Ku, 827Ku, 832Ku, 1227Na, 887C, 891G, 900Bu, 1242Bu, 1248Bu,
1252Bu, 1267Bu, 1024K, 1065B, 10668, 1071B
Toplam 16
Not: Izolat isimlendirmelerinde; Na Nazilli, Ku Kusadasi, S6 Soke; C Cal, Bu Buldan; Se Selguk, M

Menemen, Ef Efem Cukuru; K Kemalpasa; B Bayindir; Sr Saruhanli Sa Salihli; Al Alagehir, * dSRNA

Koloni Renkleri

Krem

negatif (-)

4.6.2 Miselyal Gelisme Hiz

Toplam 125 adet dsRNA pozitif ve ii¢ adet dSRNA negatif P. viticola izolatlarin
miselyal gelisme hizlarin degerlendirilme sonucunda elde edilen bulgular Cizelge 4.12, 4.13
ve 4.14’de gosterilmistir. Cizelge 4.12°e gore; dSRNA pozitif izolatlar1 inkiibasyonun 3.
giiniinde toplam alt1 izolat 0,5-1,36 cm ortalama miselyal ¢ap1 ile yavas gelisen grup 1’de
yer almigtir. 56 izolat ortalama miselyal koloni ¢ap1 1,37-2,23 cm ile orta hizda gelisen grup
2’de yer almistir. Geri kalan 63 izolat 2,24-3,1 cm ortalama miselyal koloni capi ile hizl
gelisen grup 3’de yer almistir. dSRNA negatif izolatlar ise; bir izolat (1055B) grup 2 ve
diger iki izolat (805Ku, 1143Sa) grup 3’de yer almustir.

Inkiibasyonun 7. giiniinde; 38 dsRNA pozitif izolat1 0,8-2,56 cm ortalama miselyal
koloni gap1 ile 1. grupta (yavas), 52 izolat 2,57-4,33 cm ile 2. grup (orta hiz) ve 35 izolat
4,34-6,1 cm ile 3. grupta (hizl) yer almistir (Cizelge 4.13). Inkiibasyonun bu déneminde
dsRNA negatif izolatlarin hepsi 4,34-6,1 cm ortalama miselyal koloni ¢api ile hizli gelisen
yani grup 3’de yer almistir (Cizelge 4.13). Inkiibasyonun 14. giiniinde ise toplam 11 (1,9-3,6
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cm), 47 (3,61-5,3 cm) ve 67 (5,31-7 cm) dsRNA pozitif izolat1 sirasiyla yavas, orta ve hizli
miselyal koloni gelisimleri gostermistir (Cizlge 21 ve Resim 4.9). dsSRNA negatif izolatlar
ise inkiibasyonun yedinci giin gibi hepsi hizli miselyal koloni gelisimleri ile 3. grupta yer

almustir.

Cizelge 4.12. Ege Bolgesinden elde edilen dsRNA pozitif ve negatif Phomopsis viticola

izolatlariin besi ortaminda inkiibasyon ii¢iincii giiniinde miselyal koloni gelisimleri

Koloni Cap Araligi (cm)
842Ku, 1230Na, 888C, 1248Bu, 1108Sa, 904M

6
862C, 786Se, 880C, 882C, 890G, 892G, 910M, 919M, 927M, 936M, 1024K, 1072B,
763Ko, 815Ku, 822Ku, 827Ku, 828Ku, 832Ku, 986Sr, 998Sr, 1106Sa, 841Ku,
Grup Il 847Ku, 852Ku, 1216Na, 1221Na, 861C, 894G, 1244Bu, 1267Bu, 1109Sa, 1112Sa,
(1,37-2,23) 1137Sa, 1140Sa, 784Se, 941M, 1141Sa, 1149Sa, 785Se, 793Se, 961M, 1194Al,
1207Al, 779Se, 783Se, 1027K, 1028K, 1045K, 1048B, 1079B, 1091B, 1092B,
1095B, 1101B, 1102B, 1286Ba, 1055B(-)*
Toplam 57
870C, 878C, 885C, 887C, 891G, 900Bu, 755Ko, 756Ko, 759Ko0,765K0, 770S0,
77186, 809Ku, 812Ku, 821Ku, 843Ku, 823Ku, 830Ku, 848Ku, 899Bu, 889G,
1233Na, 860C, 867C, 1005Sr, 780Se, 947M, 962M, 922M, 772Se, 781Se, 1021Sr,
1128Sa, 788Se,1145Sa, 1032K, 1036K, 1043K, 1049B, 1050B, 1070B, 1057B,
1061B, 1065B, 1066B, 1071B, 1080B, 1086B, 1135Sa, 799Se, 1107Sa, 1117Sa,
1124Sa, 1127Sa, 1222Na, 1227Na, 1229Na, 903Bu, 1242Bu, 1252Bu, 1088B, 1098B,
1273Ef, 805Ku(-), 1143Sa(-)
Toplam 65
Not: Na Nazilli, Ku Kusadasi, S6 Soke; C Cal, Bu Buldan; Se Selcuk, M Menemen, Ef Efem Cukuru; K

Kemalpasa; B Bayimndir; Sr Saruhanli; Sa Salihli; Al Alasehir, 1: dSRNA negatif (-)

Grup |
(0,5-1,36)

Grup 11
(2,24-3,1)
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Cizelge 4.13. Ege Bolgesinden elde edilen dsRNA pozitif ve negatif Phomopsis viticola

izolatlariin besi ortaminda inkiibasyonunun 7. giiniinde miselyal koloni gelisimleri

Koloni Cap Aralig (cm)

Grup | 842Ku, 1216Na, 1248Bu, 986Sr, 1109Sa, 779Se, 783Se, 784Se, 785Se, 786Se, 788Se,

(0,8-2,56) 793Se, 904M, 910M, 919M, 927M, 936M, 941M, 947M, 961M, 962M, 1024K,
1027K, 1028K, 1032K, 1045K, 1048B, 1066B, 1072B, 1079B, 1091B, 1092B,
1095B, 1098B, 1101B, 1102B, 1273Ef, 1286Ba

Toplam 38

Grup Il 880C, 882C, 888C, 772Se, 781Se, 799Se, 1230Na, 862C, 867C, 892G, 894G,

(2,57-4,33) 1244Bu, 763Ko, 809Ku, 822Ku, 827Ku, 828Ku, 832Ku, 843Ku, 847Ku, 848Ku,
860C, 1221Na, 1229Na, 1267Bu, 998Sr, 1005Sr, 1106Sa, 1107Sa, 1108Sa, 1112Sa,
780Se, 1117Sa, 1137Sa, 1140Sa, 1141Sa, 1149Sa, 1194A, 1207Al, 922M, 1036K,
1043K, 1049B, 1050B, 1057B, 1061B, 1065B, 1070B, 1071B, 1080B, 1086B, 1083B

Toplam 52

Grup I 870C, 878C, 885C, 887C, 889G, 890G, 891G, 900Bu, 903Bu, 755Ko0, 756Ko0, 759Ko,

(4,34-6,1) 765Ko, 77086, 771S6, 812Ku, 815Ku, 821Ku, 823Ku, 830Ku, 841Ku, 852Ku,
899Bu, 1222Na, 1227Na, 1233Na, 861C, 1242Bu, 1252Bu, 1021Sr, 1124Sa, 1127Sa,
1128Sa, 1135Sa, 1145Sa, 1143Sa(-)*, 1055B(-), 805Ku(-)

Toplam 38

Not: Na Nazilli, Ku Kusadasi, S6 Soke; C Cal, Bu Buldan; Se Selguk, M Menemen, Ef Efem Cukuru; K
Kemalpasa; B Bayindir; Sr Saruhanli; Sa Salihli; Al Alasehir, 1: dSRNA negatif (-)

Cizelge 4.14. Ege Bolgesinden elde edilen dsSRNA pozitif ve negatif Phomopsis viticola

izolatlarinin besi ortaminda inkiibasyonunun 14. giiniinde miselyal koloni gelisimleri

Koloni Cap Araligi (cm)

Grup | 763Ko, 986Sr, 1109Sa, 1112Sa, 1117Sa, 1137Sa, 1194Al, 786Se, 910M, 1092B,

(1,9-3,6) 1286Ba

Toplam 11

Grup Il 809Ku, 823Ku, 841Ku, 843Ku, 848Ku, 1216Na, 1229Na, 1230Na, 1233Na, 862C,

(3,61-5,3) 867C, 883C, 889G, 903M, 892G, 894G, 899Bu, 1244Bu, 1248Bu, 998Sr, 1005Sr,
784Se, 1106Sa, 1107Sa, 1108Sa, 1124Sa, 1140Sa, 1145Sa, 1149Sa, 1207Al, 785Se,
919M, 922M, 936M, 941M, 1024K, 1027K, 1028K, 1045K, 1048B, 1070B, 1072B,
1079B, 1080B, 1088B, 1102B, 1273Ef

Toplam 47

Grup I 755Ko0, 756Ko, 759Ko, 765Ko, 770S6, 771S6, 812Ku, 815Ku, 821Ku, 822Ku,

(5,31-7) 827Ku, 828Ku, 830Ku, 832Ku, 842Ku, 847Ku, 852Ku, 1221Na, 1222Na, 1227Na,
860C, 861C, 870C, 878C, 880C, 882C, 885C, 887C, 890G, 891G, 900Bu, 1242Bu,
1252Bu, 1267Bu, 1021Sr, 788Se, 1127Sa, 1128Sa, 1135Sa, 1141Sa, 772Se, 779Se,
780Se, 781Se, 783Se, 962M, 799Se, 904M, 927M, 947M, 961M, 1032K, 1036K,
1043K, 793Se, 1049B, 1050B, 1057B, 1061B, 1065B, 1066B, 1071B, 1086B, 1091B,
1095B, 1098B, 1101B, 805Ku(-)}, 1143Sa(-), 1055B(-)

Toplam 70

Not: Na Nazilli, Ku Kusadasi, S6 Soke; C Cal, Bu Buldan; Se Selcuk, M Menemen, Ef Efem Cukuru; K
Kemalpasa; B Baymdir; Sr Saruhanli; Sa Salihli; Al Alagehir, 1: dSRNA negatif (-)
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Resim 4.9. Besi ortaminda inkiibasyonun 14. giiniinde dSRNA pozitif izolatlarda gozlenen;

a) yavas, b) orta ve c¢) hizli miselyal koloni gelisimleri

Izolatlarn koloni gelisim degerlendirmesinde; inkiibasyonun 3. giiniinde izolatlarin
%100’1 (dsSRNA pozitif ve dsSRNA negatif) 1,37 ile 3,1 cm arasinda ¢aplar olusarak orta ve
hizli hiz gelisimi gdzlenmistir. inkiibasyonun yedinci giiniinde pozitif izolatlarda %41,60°1
orta hiz1 koloni ¢ap ile smirli miselyal gelisim gézlenmistir. dASRNA negatif izolatlarda ise,
%100’{i petrinin tamamim kapatarak grup 11l de yer almistir. Inkiibasyonun 14. giiniinde
dsRNA pozitif izolatlarin %37,60’1 orta hizt ve %53,60’1 hizli koloni gelisimi meydana
getirmistir. Bunun aksine dsRNA negatif izolatlarin %1001 4,34-7 arasinda degisen ¢apiyla

hizli koloni gelisimi gostererek petrinin tamamini kaplamiglardir (Sekil 4.3).

mGrup 1(+)! ®=mGrup Il (+) = Grup Il (+)

2 - -
GrupI(-)> ®mGrup Il (-) = Ggup I (-) S
o o
o = =
3
o ¥ © X
X & 5 o o
S 2 8 = X ©
o < Q © e O [=) -
<5} 5 ) > o ™M
= ™ «© © o
< b ™ o
< < o N~
3 g Y & L ©
X ™ ~ S
S ©
2 < I I I S % I S
o o O o O
- [ |
3. glin 4. glin 14. giin

Not: izolatlarin koloni ¢aplarinin ortalamasi; yavas (Grup 1), orta (Grup 1) ve hizli (Grup IIl) 1: dsSRNA
pozitif (+), 2: dsSRNA negatif (-)

Sekil 4.3. Ege Bolgesinden elde edilen dsRNA pozitif ve negatif Phomopsis viticola
izolatlarinin besi ortaminda inkiibasyon 3., 7. ve 14. giinlerindeki miselyal koloni

gelisimlerin yiizde orani
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4.6.3. Piknit Olusumu

Toplam 125 dsRNA pozitif ve ii¢c dSRNA negatif P. viticola izolatlar1 olusturduklari
piknit sayis1 ortalama skala degerine gore degerlendirilmis ve karsilastirilmistir. dSRNA
pozitif izolatlarin dordiinde (1109Sa, 1137Sa, 1145Sa ve 1092B) piknit olusumu
gdzlenmemistir. (Cizelge 4.15 ve Resim 4.10 a). izolatlarm besi 1 cm? alanda ortalama 1 ile
25 arasinda degisen miktarlarda piknit olusturmustur. 27 izolat ise 1 cm?’de 26-50 arasinda
piknit olusturarak 2 skala degerinde grup olusturmustur (Resim 4.10 b). 82 izolat 50 ile 100
arasinda ve yedi izolat 100’{in iizerinde 1 cm?lik alanda degisen sayilarda piknit
olusturmustur (Resim 4.10 ¢ ve d). dsRNA negatif izolatlarin hepsinde 1 cm?’lik alanda 50

ile 100 arasinda piknit olusumu meydana gelmistir (Cizelge 4.15 ve Resim 4.10 e).
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Resim 4.10. Phomopsis viticola izolatlar1 arasinda piknit olusumu ydniinden ortaya ¢ikan
farkli goriiniimler; a) piknit olusumu goézlemlenmeyen (1109Sa), b) 26-50 arasinda
piknit olusumu gozlemlenen (887C), ¢) 50-100 arasinda piknit olusumu gézlemlenen
(770S6) ve d) 100 iizerinde sayida piknit olusumu gézlemlenen (812Ku) dsRNA
pozitif izolatlari, €) 100°den fazla sayida piknit olusumu gézlemlenen dSRNA negatif
(1143Sa) izolat1
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Cizelge 4.15. Ege Bolgesinden elde edilen dsRNA pozitif ve negatif Phomopsis viticola

izolatlariin inkiibasyonun dordiincii haftasina ait piknit sayilart

Piknit olusumu

: . izolatlar
index degeri
0: (Piknit yok) 1109Sa, 1137Sa, 1145Sa, 1092B
Toplam 4
1: (1-25) 1216Na, 986Sr, 1117Sa, 919M, 1091B
Toplam 5
2: (26-50) 763Ko, 823Ku, 1233Na, 882C, 887C, 888C, 889G, 892G, 894G, 899Bu, 903Bu,

1124Sa, 1128Sa, 1141Sa, 1194Al, 793Se, 904M, 961M, 1027K, 1032K, 1036K,
1050B, 1066B, 1070B, 1072B, 1080B, 1286Ba

Toplam 27

3: (50-100) 755Ko, 756Ko, 759Ko, 765Ko, 77086, 771S6, 809Ku, 821Ku, 822Ku, 827Ku,
828Ku, 830Ku, 832Ku, 841Ku, 842Ku, 843Ku, 847Ku, 848Ku, 852Ku, 1221Na,
1222Na, 1227Na, 1229Na, 1230Na, 860C, 861C, 862C, 867C, 870C, 878C,
880C, 885C, 890G, 891G, 900Bu, 1242Bu, 1244Bu, 1248Bu, 1252Bu, 1267Bu,
998Sr, 1005Sr, 1021Sr, 1106Sa, 1107Sa, 1108Sa, 1112Sa, 1135Sa, 1140Sa,
1149Sa, 1207Al, 772Se, 779Se, 780Se, 781Se, 784Se, 785Se, 786Se, 788Se,
910M, 922M, 936M, 941M, 947M, 962M, 1024K, 1028K, 1043K, 1045K,
1048B, 1049B, 1057B, 1061B, 1065B, 1071B, 1079B, 1086B, 1088B, 1098B,
1101B, 1102B, 1273Ef, 805Ku (-)}, 1143Sa(-), 1055B(-)

Toplam 85
4: (100<) 812Ku, 815Ku, 1127Sa, 783Se, 927M, 799Se, 1095B
Toplam 7

Not: Na Nazilli, Ku Kusadasi, S6 Soke; C Cal, Bu Buldan; Se Selcuk, M Menemen, Ef Efem Cukuru; K
Kemalpasa; B Bayindir; Sr Saruhanli; Sa Salihli; Al Alasehir, 1: dSRNA negatif izolat, 0-4 skalas: (1
cm? lik alanda piknit sayis1): 0: piknit yok; 1: 1-25 piknit; 2: 26-50 piknit; 3:50-100 piknit; 4: >100
piknit

Yukarida elde edilen bulgulara gore dsSRNA pozitif izolatlarin %65,6’sinda 50 ile 100
arasinda degisen sayida piknit olusurken, izolatlarin sadece %3,2’sinde piknit olusumu
gozlenmemistir. dASRNA negatif izolatlarin ise %100’tinde 50-100 arasinda degisen sayida

piknit olusumu meydana gelmistir.

Ayrica piknit olusturmayan dort dSRNA pozitif izolati inkiibasyonun 14. giiniinde
olusturduklart koloni renkleri ve miselyal koloni gelisimi ise soyledir; 1109Sa, 1137Sa
izolatlar1 gri ve 1092B izolat1 beyaz renkte kolonilerle sinirli miselyal gelisim gosterirken,
1145Sa nolu izolat gri renkte koloniler ve orta hiz miseliyal koloni gelisimi gostermislerdir.
Bu izolatlarin aksine 4 skala degerini alan ve 100 iizerinde piknit olusturan izolatlarda
inkiibasyonun 14. giiniinde 5 (812Ku, 815Ku, 1127Sa, 799Se, 1095B) izolatta beyaz ve 2
(783Se, 927M) izolatta gri renkte koloniler goriilmiis ve izolatlarin hepsi hizli miselyal kloni

gelisim hiziyla petri kabinin tamamini kapatarak gelismistir. dSRNA negatif izolatlar ise, 3
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skala degeri ile gri renkte koloniler olusturarak ve hizli miselyal gelisim gostererek petriyi

hizla doldurmus oldugu gézlenmistir.

4.7. dsRNA Pozitif izolatlarin Dikey Tasinma Kapasitesinin Olgiilmesi

Calismanin bu asamasinda, agar jel goriintiisti en iyi dSRNA profiline sahip olan 50
(Izmir’den 26, Aydin’dan 10, Manisa’dan 6 ve Denizli’den 8 izolat) dsRNA pozitif izolat
secilmis ve bu izolatlar virilisiin eseysiz lireme sirasinda konidiye gegisini gosteren dikey
tasinim kapasiteleri yontinden degerlendirilmistir. Her izolattan en az 10 olmak iizere
toplam 500 adet tek spor izolat1 elde edilmis ve 50 ebeveyn olmak iizere toplam 550 izolatin

dsRNA analizi yapilmistir. Calisma bulgular Cizelge 4.16’da verilmistir.

Cizelge 4.16. dsRNA pozitif Phomopsis viticola izolatlarinda dSRNA viriislerinin dikey

gecis performansi (%)

. dsRNA Dikey Tasinan izolat ! dsRNA Dikey Tasinan izolat
Izolat Oraym (o;, ) Izolat Orgnl ((;) )
841Ku %2100 1032K %0
809Ku %0 1061B %60
847Ku %0 780Se %100
843Ku %0 962M %100
830Ku %0 961M %100
812Ku %0 1065B %0
828Ku %0 919M %0
770S6 %0 784Se %0
1227Na %0 927M %0
1216Na %380 1036K %0
889G %2100 1095B %0
861C %70 947M %0
882C %0 1071B %0
900Bu %0 1024K %0
899Bu %0 1045K %0
1248Bu %0 783Se %0
1252Bu %0 785Se %0
878C %0 781Se %0
903M %60 1049B %0
1091B %100 1124Sa %0
1098B %2100 1137Sa %0
1027K %40 1108Sa %0
799Se %0 1005Sr %0
910M %0 1207Al %0
1080B %0 998Sr %0

Not: Na Nazilli, Ku Kusadasi, S6 Soke; C Cal, Bu Buldan; Se Selcuk, M Menemen, Ef Efem Cukuru; K
Kemalpasa; B Bayindir; Sr Saruhanli; Sa Salihli; Al Alasehir
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Cizelge 4.16’daki veriler degerlendirildiginde izolatlarin dSRNA igeren tek spor
oranlarinin %0 ve %100 arasinda degistigi gorilmektedir. Yedi izolatta dikey tasinim %100
olarak saptanmustir. Bunlarin orijinal (ebeveyn) izolatlarinin dSRNA band’lar
incelendiginde ¢ok giiglii belirgin dSRNA band’larina sahip oldugu dikkat ¢ekmistir (Resim
4.11). Bunun disinda 33 izolatta dikey tasinim gézlemlenmemistir. dISRNA bantlar1 ¢ok net
goriilmeyen ebeveynlerin tek spor izolatlarinda dSRNA gecisi ya olmamis ya da ¢ok az
sayida ne goriilmeyen bantlar elde edilmistir. Yapilan degerlendirmelere gore dikey
performansi en iyi izolatlar, 841Ku, 1216Na, 889G, 861C, 780Se, 1091B, 1098B, 1061B,

903M, 962M, 961M ve 1027K olarak saptanmustir.

8- 908t 1233

Resim 4.11. 1091B Phomopsis viticola izolatinin dSRNA elektroforetik analiz sonucunda
%100 dikey gegis performans goriiniimii 1) Marker £ DNA/Hindlll (23 kb), 2) pozitif
Kontrol (12,7 kb Cryphonectria parasitica), 3) 1091B dsRNA pozitif izolat (ebeveyn
~ 9,4 kb), 4-13) dikey tasinmada dsRNA pozitif izolatlar (~ 9,4 kb)

4.8. dsRNA iceren Phomopsis viticola Izolatlarimin Viriilenslik Belirleme Cahsmalar

Serada yetistirilen asma fidanlarin siirgiin uglar1 istenilen doku formuna ulastiginda
homojen yapida olan bitkiler test materyali olarak secilmistir. Viriilenslik testi i¢in dikey
taginma test sonucunda belirlenen toplam 12 adet dsRNA pozitif P. viticola izolatlarindan
(841Ku, 1216Na, 889G, 861C, 780Se, 1091B, 1098B, 1061B, 903M, 962M, 961M ve
1027K) Materyal ve Metod (3.2.8.2) boliimiinde ifade edildigi gibi inokulum hazirlanmis ve
asma fidanlar iizerine el spreyi kullanilarak piskirtilmistir. Bitkiler kontrollii bitki
yetistirme kabininde hastalik gelisimi yoniinden giinliikk olarak takip edilmis ve bakimlari
yapilmistir. Denemenin ikinci haftasindan sonra yapraklarda sar1 klorotik lekeler ve
stirgiinlerde 3. haftadan sonra siyah lezyonlar gériilmeye baslamistir. Yapraklarda hastalik

siddeti Olglimii inkiibasyonun 15. giinlinde, siirgiinlerde ise 30. giiniinde yapilmistir.
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Yapraklarda hastalik 6l¢iimiinde lezyon sayisina dayali hastalik diagrami (Erincik vd.,
2001), siirgiinlerde ise Horsfall-Barratt skalas1 kullanilmistir (Horsfall ve Barratt, 1945).
Inokiilasyon yapilan asma fidanlarinin yapraklarinda dnce hafif agik renkte lekeler goriilmiis
ardinda kiiciik agik sar1 renkte benek seklinde lekeler belirmistir (Resim 4.12). Genel olarak
dsRNA negatif izolat ile inokiile edilen bitkilerin yapraklarinda bu kiigiik sar1 lekeler ¢ok
daha sik ve yogun olarak, dsRNA pozitif izolatlarda ise lekeler daha az yogun olarak
gdzlenmistir. Inokiilasyondan sonra asma siirgiinlerinde kiigiik siyah lezyonlar belirlenmistir
(Resim 4.13). Bu siyah lezyonlar dsRNA negatif izolat ile inokiile edilen bitkilerin
slirgiinlerinde ¢ok daha yogun ve sikken, dsSRNA pozitif izolatlarda daha az sayida lezyonun
olustugu gozlenmistir. Tesadiifi deneme desenine gore, dort tekerriirlii ve her tekerriirde 2
bitki olacak sekilde yapilmis olan denemede 6l¢iim sonrasi verilerin istatiksel analizi tek
yonlii varyans analizi ile SPSS programinda izolatlar arasindaki viriilenslik farkliliklari

ortaya konulmus ve elde edilen bulgular Cizelge 4.17°de gosterilmistir.

dsRNA negatif izolat
Kontrol (1056B)
—— 0900

dsRNA pozitif izolat dsRNA pozitif izolat
(889G) : (1091B)

Resim 4.12. Asma fidanlarinda Phomopsis viticola ile inokulasyonun 15. giiniinde

yapraklarda gozlenen klorotik lekeler
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Resim 4.13. Asma fidanlarinda Phomopsis viticola ile inokulasyonun 30. giiniinde dsSRNA
negatif (1056B) ve dsRNA pozitif (889G, 1091B) siirgiinlerde gézlenen lezyonlar
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Cizelge 4.17. dsSRNA igceren Phomopsis viticola izolatlarinin asma fidanlarinda siirgiin ve

yapraklarda olusturdugu hastalik siddeti

izolatlar Siirgiinde Ortalama Yaprakta Ortalama
Hastahk Siddeti(%)* Hastahk Siddeti 2

Negatif kontrol 0,0 0,0
780Se 0,50d 16,6 cd
1091B 0,6d 175cd
1061B 0,7d 17,2 cd
861C 0,8 cd 27,5 bc
1027K 1,2 cd 24,7 bede
889G 1,5 cd 7,6d
961M 1,5 cd 10,6 cd
962M 1,9 cd 17,2 cd
1098B 2,3cd 148 cd
841Ku 25cd 13,2 cd
903M 4,7 bc 25,6 bed
1216Na 6,6 b 36,7 bc
1056B (dsRNA negatif) 10,8 a 65,9 a

1: Siirgiinde hastalik siddeti lezyonlarin siirgiin yiizeyinde kapladigi alami ifade etmektedir, 2: Yaprakta
hastalik siddeti, yaprak tizerindeki leke sayisimi ifade etmektedir, 3: Ortalama degerler arasinda istatistiki fark
Duncan Coklu Karsilastirma Testine gére yapilmistir. Stitun boyunca ayni harfi alan degerler arasinda fark

istatistiki olarak 6nemli degildir.

Cizelge 4.18’de goriildiigii gibi dsSRNA negatif izolat (1056B) hem siirgiin hem de
yaprakta diger dsSRNA pozitif izolatlara gore istatiksel olarak daha fazla hastalik siddeti
meydana getirmistir. dSSRNA pozitif izolatlar ile inokule edilen bitkiler arasinda siirgiin ve
yaprakta hastalik siddeti yoniinden farkliliklar bulunmustur. 1216Na izolati siirgiinde
digerlerine gore istatistiki agidan da 6nemli olarak daha yiiksek hastalik siddetine sebep
olmustur. On izolatin, (780Se, 1091B, 1061B, 861C, 1027K, 889G, 961M, 962M, 1098B ve
841Ku) siirgiindeki hastalik siddeti %2,5 ile 0,5 arasinda degismis olup bunlar arasinda
istatistiki fark gortilmemistir. Yapraklarda en yiiksek hastalik siddeti gdsteren izolatin
dsRNA negatif 1056B oldugu belirlenmistir. 1216Na izolati siirgiinde oldugu gibi yaprakta
da dsRNA pozitif izolatlar arasinda viriilensligi en yiiksek olarak bulunmustur. Istatistiki
olarak aymi gruba giren dsRNA pozitif 10 izolatta hastalik siddeti 25,6-7,6 arasinda
degismistir. Bu sonuglardan dsRNA pozitif fungal izolatlarin dSRNA negatif izolata gore
virtilensliklerinin diisiik oldugu ve hipoviriilent &zellikte olma ihtimallerinin oldugu
sOylenebilir. Hatta bunlardan bazilart (780Se, 1098B, 1091B, 961M, 962M, 889G ve
841Ku) viriilensliklerinin diisiik olmasinin yaninda dikey tasinim performanslarinin %100
olarak bulunmasi sebebiyle biyolojik miicadele i¢in Giimitvar izolatlar olarak kabul edilebilir.

Bunun disinda 1061B izolat1 viriilensligi diisiikk olsa da dikey tasinim performansi diisiik

82



(%60) oldugundan, 1216Na izolat1 %80 dikey ge¢is performansi olsa da viriilensliginin
yiiksek olmasi sebebiyle biyolojik miicadele i¢in uygun izolatlar olmayabilirler. Bu sonuglar
ile her dsRNA pozitif olan izolatin hipoviriilent olarak degerlendirilmeyecegi ortaya

cikmistir. Bu ¢alismada ele alinan eleme testlerinin gerekliligi de boylece anlasilmaktadir.

4.9. dsRNA Pozitif Izolatlarda dsRNA’nin Yatay Tasinma Kapasitesinin Olciilmesi

4.9.1 izolatlarmm Vejetatif Uyum (vc) Tiplerinin Belirlenmesi

Elde edilen toplam 125 adet dsRNA pozitif P. viticola izolatin yatay gecis
calismalariin yiritiilebilmesi i¢in 6ncelikli olarak izolatlarin vejetatif uyum gruplarinin
belirlenmesi testi 3.2.9.1°de anlatildig1 gibi yapilmistir. Test sonucunda dsRNA pozitif
eslesebilen iki P. viticola izolat1 kolonisinin birlesmesi ile vejetatif uyumluluk ve eslestirilen
iki koloni arasinda baraj olugmasina ise vejetatif uyumsuzluk reaksiyonlar1 gdzlenmis
(Resim 4.14) ve aralarinda vc uyum reaksiyonu olan izolatlar ayni grupta yer almistir.
[zolatlarin vc tip yoniinden gruplandiriimasi ile ilgili bulgular gizelge 4.18°de gosterilmistir.
Buna gore izolatlar vejetatif uyum yoniinden toplam 5 farkli vc gruba ayrilmistir. Bu
gruplandirma sonucunda, 2. grup’da her 4 ilin (Aydin, Denizli, Izmir ve Manisa) farkli
ilgelerinden izolatlar yer almistir. Boylece 2. grup en fazla izolat igeren grup olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.18). Calismada dikkat ¢eken diger bir bulgu ise izmir ili Menemen
ilgesinin izolatlarinin birgogu grup 2’de yer alan izolatlarla vejetatif uyumlu reaksiyonlar
gosterirken (Resim 4.14 a) 961M ve 962M adli izolatlar herhangi bir izolatla vejetatif uyum
reaksiyonu gostermemislerdir (Resim 4.14 b). Bu nedenle 961M ve 962M izolatlarinin her

biri farkli vc grubunda yer almistir (Cizelge 4.18).
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Resim 4.14. Phomopsis viticola izolatlarinin vejetatif uyum (vc) tiplerinin belirlenmesi: a)

eslesebilen kolonilerin birlestigi vejetatif uyumlu reaksiyonlar b) koloniler arasinda

barajin olustugu vejetatif uyumsuzluk reaksiyonlari

Cizelge 4.18. Illere gore dSRNA iceren Phomopsis viticola izolatlarmin vejatatif uyum (vc)

yoniinden gruplandirilmasi

Vc Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
iller iller iller iller iller
Aydin Aydin Denizli izmir Manisa izmir izmir izmir
1216Na 770S6 860C 772Se 986Sr 1048B 961M 962M
1221Na 771S6 861C 779Se 998Sr 1049B
1222Na 755Ko0 862C 780Se 1005Sr 1050B
1227Na 756Ko0 867C 781Se 1021Sr 1057B
1229Na 759Ko 870C 783Se 1106Sa 1061B
1230Na 763Ko 878C 784Se 1107Sa 1065B
1233Na 765Ko0 880C 785Se 1108Sa 1066B
809Ku 882C 786Se 1109Sa 1070B
812Ku 885C 788Se 1112Sa 1071B
815Ku 887C 793Se 1117Sa 1072B
821Ku 888C 799Se 1124Sa 1079B
822Ku 889G 904M 1127Sa 1080B
823Ku 890G 903M 1128Sa 1086B
827Ku 891G 910M 1135Sa 1088B
828Ku 892G 919M 1137Sa 1091B
830Ku 894G 922M 1140Sa 1092B
832Ku 899Bu 927M 1141Sa 1095B
841Ku 900Bu 936M 1145Sa 1098B
842Ku 1242Bu 941M 1149Sa 1101B
843Ku 1244Bu 947TM 1194Al 1102B
847Ku 1248Bu 1273Ef 1207Al
848Ku 1252Bu 1024K
852Ku 1267Bu 1027K
1028K
1032K
1036K
1043K
1045K
1286B

Not: Na Nazilli, Ku Kusadasi, S6 Soke; C Cal, Bu Buldan; Se Selcuk, M Menemen, Ef Efem Cukuru; K

Kemalpasa; B Bayindir; Sr Saruhanli; Sa Salihli; Al Alasehir
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4.9.2. dsRNA Yatay Tasimim Calismalari

Yatay tasinim testlerinde elde edinilen bulgulara gore; denemede kullanilan dSRNA
pozitif izolatlarin ¢ogunda, dsSRNA’nin yatay olarak alic1 izolata tasinabildigi saptanmustir
(Cizelge 4.19). Ancak izolatlarin yatay tasinim kapasitelerinde farkliliklar bulunmustur.
1061B izolatiin tiim eslestirmelerinde alici izolata dsRNA’nin yatay tasmim
gerceklesmistir. 1091B, 1216Na ve 861C izolatlarinda 6 eslestirmeden 4’iinde, 841Ku
izolatindan 6 eslestirmeden 3’iinde, 1098B, 889G ve 780Se izolatlarindan 6 eslestirmeden
2’sinde yatay tasimmim saptanmistir. 903M ve 1027K izolatlarinin higbir eslestirmesinde

yatay taginim belirlenmemistir.

Cizelge 4.19. Phomopsis viticola izolatlariin dsSRNA yatay tasinim eslestirmeleri sonrasi

alic1 izolatlarda dsRNA analiz sonuglari

izolatlar dsRNA analizi
(Alic1 dsRNA (-)/Donér | Tekerriir Tekerriir Tekerriir Tekerriir Tekerriir Tekerriir
dsRNA(+)? Petri 1 Petri 2 Petri 3 Petri 4 Petri 5 Petri 6

1056B/1091B + + + + - -
1056B/1098B - + - - - +
1056B/1061B + + + + + +
1215Na/841Ku - - + + - +
1215Na/1216Na + + - + +
884-C/861C - + + - + +
884C/780Se + - - - - +
884C/889G + - + - -
884C/903M - - - -

884C/1027K - - - -

1: -; dsRNA negatif, 2: +; dsSRNA pozitif

Yukarida (4.8.1) vejetatif uyum grubu calismalarinda da belirtildigi gibi; 691M ve
962M izolatlar1 tek baslarina vc grup olusturan izolatlar olmasi nedeniyle bu izolatlara
vejetatif uyum saglayacak dsRNA negatif alic1 izolat dogal olarak izolat kolleksiyonunda
yer almamustir. Ancak buna ragmen calismada bu izolatlarin tek spor izolatlarinndan
dsRNA negatif izolatlar elde edilme yoluna gidilmistir. Her bir izolat i¢in toplam 20 adet
olmak tizere 2 izolat i¢in toplamda 40 adet tek spor izolat elde edilmistir. Ancak bunlar
tizerinde yapilan dSRNA analizleri sonucunda hepsinin dsRNA pozitif olduklari

belirlenmistir (Resim 4.15). Sonug olarak bu uygulamanin sonucunda dahi bu iki izolat i¢in
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yatay tasinim testlerinde kullanabilecegimiz kendileri ile vejetatif olarak uyumlu dsRNA

negatif izolat elde edilememistir.

o s v e i e 1 e

Bl Sasy  Saaw

Resim 4.15. 962M Phomopsis viticola izolatindan elde edilen teksporlarin dSRNA analizi
sonuglart 1) Marker A DNA/Hindlll (23 kb), 2) pozitif Kontrol (12,7 kb Cryphonectri
parasitica), 3) 692M dsRNA pozitif izolat (ebeveyn ~9,4 kb), 4-15) ~9,4 kb
biiyiikliigiinde dSRNA pozitif tekspor izolatlar

961M ve 962M izolatlarinda vejetatif olarak uyumlu dsRNA negatif izolat
bulunmadigi igin P. viticola izolatlarin arasinda en yaygim olarak bulunan vc gruptan
dsRNA negatif bir izolat (884C) secilmis ve dsRNA pozitif 691M ve 962M izolatlariyla
yatay tasimim testlerinde alici izolat olarak kullanilmig ve bu iki izolatin yatay tasinim
denemesi gergeklestirilmistir (Resim 4.16). Eslestirme sonrasi alici kolonilerden elde
edilmis yeni izolatlar dSRNA analizine alinmistir. Yapilan dsSRNA analiz sonucunda 692M
izolatinda 6 eslestirmeden 5’inde yatay tasinim gerceklesirken (Resim 4.17), 961M
izolatinda 6 eslestirmeden sadece ikisinde net goriilmeyen dsSRNA bandlar elde edilmistir
(Cizelge 4.20 ve Resim 4.18).

Resim 4.16. 962M ve 961M Phomopsis viticola izolatlarinin 884C izolat1 ile yatay tasinma

testinden goriiniimler
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Resim 4.17. 962M Phomopsis viticola izolatin yatay tasinim testinde dsRNA analizi
sonuglari; 1) Marker £ DNA/HindIll (23 kb), 2) dsRNA negatif izolat, 3-7) dsSRNA
pozitif izolat (~ 9,4 kb), 8) 692M dsRNA pozitif izolat (ebeveyn ~ 9,4 kb), 9) pozitif
kontrol (12,7 kb Cryphonectria parasitica)

Resim 4.18. 961M Phomopsis viticola izolatin yatay tasinim testinde dsRNA analizi
sonuglar;; 1) Marker £ DNA/Hindlll (23 kb), 2) pozitif kontrol (12,7 kb
Cryphonectria parasitica), 3) 961M dsRNA pozitif izolat (ebeveyn ~ 9,4 kb), 5 ve 9)
net goriilmeyen dsRNA bandlari, 4, 6, 7 ve 8) dSRNA negatif izolatlar

Cizelge 4.20. 962M ve 961M izolatlarinin dSRNA yatay tasinim testi sonuglari

izolatlar dsRNA analiz sonucu
(A1 dsRNA(-)Y | Tekerriir  Tekerriir Tekerriir Tekerriir Tekerriir  Tekerriir
Donér dsRNA(+)? Petri 1 Petri 2 Petri 3 Petri 4 Petri 5 Petri 6
884C/962M - + T " " "
884C/961M ; ) ) N N

1: -; dsRNA negatif, 2: +; dsSRNA pozitif
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4.10. dsRNA Viriislerinin Hipovirulenslik Uzerine Etkisi (2. Asama Viriilenslik
Testleri)

Calismanin 4.8 boliimiinde orijinal dSRNA pozitif P. viticola izolatlar1 ile viriilenslik
testi yapilmis ve izolatlarin degisen oranlarda dSRNA negatif izolata gore diisiik
viriilensliklere sahip olduklar1 goriilmiistiir. Ancak sozii edilen testte viriilenslikte
gozlemlenen bu farkliliklarin fungal izolatin genetik yapisindan da kaynaklanma olasilig
vardir. Ciinkii her dsRNA’nin i¢inde oldugu izolat farkli bir fungus izolat1 olup, genetik
yapilar1 ve patojenik o6zellikleri farkli olabilir. Bu da viriilensligi etkilemis olabilir. Bu
durumu ortadan kaldirmak adina ¢alismanin bu kisminda yapilan 2. virtilenslik testlerinde
her bir dsSRNA pozitif izolattaki dsSRNA yatay tasinim ile vejetatif yonden uyumlu oldugu
dsRNA negatif bir izolata aktarilmistir. Boylece tek bir fungal izolatin hem dsRNA pozitif
ve hem de dsRNA negatif izolatina sahip olunmustur. Bu asamada asma fidanlar1 tizerinde
yapilan 2. viriilenslik testinde bu iki negatif ve pozitif izolatlar birbiri ile karsilastirilarak

dsRNA’nin viriilenslige etkisi belirlenmistir.
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Resim 4.19. Asma fidanlarinda Phomopsis viticola ile inokulasyonun 15. giiniinde
yapraklarda gozlenen Kklorotik lekeler; a) viriilent izolat 884C, b) dsRNA pozitif
déniistirilmiis 884C/962M, c) 884C/961M, d) 884C/889G, e) 884C/861C ve f)
884C/780Se izolat
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Resim 4.20. Asma fidanlarinda Phomopsis viticola ile inokulasyonun 30. giiniinde
sirgiinlerde gozlenen lezyonlar; a) virtilent izolat 884C, b) dsRNA pozitif
déniistiirilmiis 884C/962M, c) 884C/961M, d) 884C/889G, e) 884C/861C ve f)
884C/780Se izolat

dsRNA pozitife dontstirilmis 884C izolatlar1  (884C/962M, 884C/961M,
884C/889G, 884C/861C ve 884C/780Se) hepsi dSRNA negatif 884C izolatina gore hem
yaprakta hem de siirgiinde daha az hastalik olusturmuslardir. dSRNA pozitif 884C
izolatlarinda yapraklarda hastalik siddeti 4,1 ile 18,9 arasinda degisirken dSRNA negatif
884C izolatinda 35,8 olmustur. Siirgiinde hastalik siddeti ise dSRNA pozitif 884C
izolatlarda 0,3 ile 2,2 arasinda degisirken dSRNA negatif 884C izolatinda 14,3 olarak
meydana gelmistir. Bu degerlere gore dSRNA izolatlar1 yaprakta %26,32-49,37 ve siirgiinde
%14,11-16,33 arasinda degisen oranlarda viriilenslik siddetinin azaldigi goriilmektedir
(Cizelge 4.21).

884C/962M nolu izolat1 yapraklarda %4,1 ve siirgiinlerde %0,3 hastalik olusumuyla
%49,37 yaprakta %16,33 siirgiinde hastalik siddetinde azalma olmus ve kendi grubunda yer

alan diger izolatlara gore viriilenslik siddeti en disiik izolat olmustur. Ayrica yaprakta

90



hastaligin gelisiminde en az azalma %26,32 oraninda 884C/889G ve siirgiinde ise, %14,11
oraninda 844C/780Se izolatlarinda saptanmistir (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21. 884C dsRNA negatif Phomopsis viticola izolatinin doniistiiriilmiis dSRNA

pozitif formlarinin asma siirgiin ve yapraklarda olusturdugu hastalik siddeti

izolat Yaprakta Yaprakta | Siirgiinde Hastahk | Siirgiinde
Hastahk siddeti* | V.A. (%)? siddeti (%0)° V.A. (%)*
Viriilent Kontrol (884C) 358a° - 14,3 a -
884(/889G 18,9 cde 26,32 09c 15,63
884C/861C 8,3 de 42,83 0,3c 16,33
884C/961M 7,5 de 44,08 10¢c 15,51
844C/780Se 5,9 de 46,57 2,2¢C 14,11
884C/962M 41le 49,37 03¢ 16,33

1: Yaprakta hastalik giddeti, yaprak iizerindeki leke sayisini ifade etmektedir, 2: Yaprakta Viriilenslik azalma
(%), 3: Siirglinde hastalik siddeti lezyonlarin siirgiin yilizeyinde kapladigi alani ifade etmektedir, 4:
Siirgiinlerde Viriilenslik azalma (%), 5: Ortalama degerler arasinda istatistiki fark Ducan Coklu Karsilagtirma

Testine gore yapilmistir. Stitun boyunca ayn1 harfi alan degerler arasinda istatistiki fark yoktur.

1056B dsRNA negatif izolat ile bunun 1098B, 1061B ve 1091B dsRNA pozitif izolat
ile dontstiirilmis formlarinin viriilenslikleri asma fidanlar tizerinde yapilan 2. asama
viriilenslik testinde karsilagtirilmistir; dSRNA negatif 1056B formu yapraklarda 26,6 ve
stirgiinlerde ise, %10,4 hastalik siddeti olusturmustur. Bu izolatin doniistiiriilmiis dSRNA

pozitif formlarinin tiimiinde daha az hastalik siddeti saptanmustir. (Cizelge 4.22).

1056B/1098B nolu izolatiyla inokulum yapilan asma yapraklarinda hastalik siddeti
10,9 ve siirgiinlerde %1,6 olarak gézlenmis ve dolayisiyla yaprakta %12,21 siirgiinde %9,86
oraninda hastaligin gelisiminde azalma meydana gelmis ve kendi grubundaki diger
izolatlara gore viriilenslik siddeti en yiiksek izolat olarak belirlenmistir (Cizelge 4.22).
Ayrica bu grupta yer alan 1056B/1091B ve 1056B/1061B izolatlar1 yaprak %19,39-17,63 ve
stirgiinde %11,04-11,27 oranlarinda viriilensligin siddetinde azalmalar saptanmistir (Cizelge
4.22).
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Cizelge 4.22. 1056B dsRNA negatif Phomopsis viticola izolatinin doniistiiriilmiis dSRNA

pozitif formlarinin asma siirgiin ve yapraklarda olusturdugu hastalik siddeti

izolat Yaprakta Hastalik Yaprakta Siirgiinde Siirgiinde
Siddeti (%)" V.A. (%)? | Hastalik Siddeti® | V.A. (%)
Viriilent kontrol (1056B) 20,6 bed® - 10,4 b -
1056B/1098B 10, 9 cde 12,21 16¢c 9,82
1056B/1061B 6,6 de 17,63 03¢ 11,27
1056B/1091B 5,2 de 19,39 05¢ 11,04

1: Yaprakta hastalik siddeti, yaprak iizerindeki leke sayisini ifade etmektedir, 2: Yaprakta Virilenslik azalma
(%), 3: Sirgiinde hastalik siddeti lezyonlarin siirglin yiizeyinde kapladigi alam ifade etmektedir, 4:
Stirgtinlerde Viriilenslik azalma (%), 5: Ortalama degerler arasinda istatistiki fark Ducan Coklu Karsilastirma

Testine gore yapilmigtir. Siitun boyunca ayni harfi alan degerler arasinda istatistiki fark yoktur.

dsRNA negatif 1215Na izolat1 ile bunun 1216Na ve 841Ku dsRNA pozitif izolat ile
doniistiriilmiis formlarinin asma yaprak ve siiriigiinlerinde olusturdugu hastalik siddeti
degerleri Cizelge 4.24’de verilmistir. DSRNA negatif 1215Na izolatin yapraklarinda ve
stirgiinlerinde hastalik siddeti sirasiyla 24,2 ve %13 olarak saptanmistir (Cizelge 4.23).
1215Na’nin 1216Na ile doniistiiriilmiis dSRNA pozitif formu yaprakta 33,5 hastalik siddeti
olusturmus olup dsRNA negatif 1215Na’ya gore %12,31 oraninda daha az hastalik siddetine
sebep olmustur. Siirgiinde ise %9,3 hastalik siddeti ile %4,12 oraninda hastalikta azalma
meydana gelmistir. 1215Na/841Ku izolati diger izolatin aksine yaprakta %25,03 ve
slirgiinde %13,44 oraninda hastaligin siddetinde azalma saptanmistir (Cizelge 4.23).

Cizelge 4.23. 1215Na dsRNA negatif Phomopsis viticola izolatinin dontistiiriillmiis dSRNA

pozitif formlarinin asma siirgiin ve yapraklarda olusturdugu hastalik siddeti

izolat Yaprakta Yaprakta Siirgiinde Siirgiinde
Hastalik siddetit ~ V.A. (%)*>  Hastalik siddeti® V.A. (%)*
Viriilent kontrol (1215Na) 24,2abc® - 13,0a -
1215Na/1216Na 335ab 12,31 9,3b 4,12
1215Na/841Ku 5,3 de 25,03 13c 13,44

1: Yaprakta hastalik siddeti, yaprak iizerindeki leke sayisini ifade etmektedir, 2: Yaprakta Virilenslik azalma
(%), 3: Siirgiinde hastalik siddeti lezyonlarin siirglin yilizeyinde kapladigi alam ifade etmektedir, 4:
Siirgtinlerde Viriilenslik azalma (%), 5: Ortalama degerler arasinda istatistiki fark Ducan Coklu Karsilastirma

Testine gore yapilmistir. Siitun boyunca aym harfi alan degerler arasinda istatistiki fark yoktur.
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4.11. Molekiiler Karakterizasyon ve DNA Dizi Okumalari

Molekiiler Kkarakterizasyon ¢alismalarinda kullanilacak dsSRNA pozitif izolatlarin
seciminde bu asamaya gelinceye kadar yapilan tiim biyolojik testleri kapsayan bir puanlama
tablosu Materyal ve Yontem bolimiinde (Cizelge 4.24) verilmistir. Bu puanlama
tablosundaki biyolojik 6zelliklerine gore timitvar 6zelliklere sahip, hipoviriilent olabilecek
ve en yiiksek puana sahip 6 adet dSRNA pozitif P. viticola izolat1 molekiiler karakterizasyon
calismalarinda kullanilmak {izere segilmistir. 889G, 861C, 780Se, 961M, 962M ve 1091B
nolu izolatlar biyolojik testlerde en yiiksek puanlar1 alarak molekiiler karakterizasyonda
kullanilacak izolat setinde yer almislardir (Cizelge 4.241). Ayrica dikey gegis ve yatay
tasinim performansi iyi olan dsRNA igeren 12 P. viticola izolatinin biyolojik ve kiiltiirel

ozellikleri Ek 3’de verilmistir.

Cizelge 4.24. Molekiiler karakterizasyon igin secilen dSRNA pozitif Phomopsis viticola

izolatlariin biyolojik 6zelliklerinin puan tablosu

izolat SV | P12 | Y.V P24 | Yatay | P3° | Dikey | P45 | SV.A | P58 | Y.V.A | P60 | TPU
Gegcis Gegis (%)’ (%0)°

780Se 0,5dd | 6 16,6¢cd 6 ++ 4 %100 | 6 14,11 | 3 46,57 | 3 28

1091B | 0,6d | 6 17,5cd 5 ++++ | 5 %100 | 6 11,04 | 2 19,39 |1 25

1061B | 0,7d | 6 17,2cd 6 ++++ | 6 %60 4 11,27 | 2 1763 |1 25
++

861C 0,8cd | 6 27,5bc 4 ++++ | 5 %70 5 16,33 | 3 4283 | 3 28

1027K | 1,2cd | 6 24,7bcdf | 5 0 0 %40 4 - - - -

889G 1,5cd | 6 7,6d 6 ++ 4 %100 | 6 1563 | 3 26,32 | 2 27

961M 1,5cd | 6 10,6¢d 6 ++ 4 %100 | 6 1551 | 3 44,08 | 3 28

962M 19cd | 6 17,2cd 6 ++++ | 6 %100 | 6 16,33 | 3 49,37 | 3 30
++

1098B | 2,3cd | 6 14,8cd 6 ++ 4 %100 | 6 9,82 2 1221 |1 25

841Ku | 2,5cd | 6 13,2cd 6 +++ 4 %100 | 6 1,3 1 2503 |2 25

903M 4,7bc | 4 25,6bcd | 5 0 0 %60 4 - - - - 13

1216Na | 6,6b | 4 36,7bc 4 ++++ | 5 %80 5 4,12 1 1231 |1 20

Not: Na Nazilli, Ku Kusadasi, S6 Soke; C Cal, Bu Buldan; Se Selguk, M Menemen, Ef Efem Cukuru; K
Kemalpasa; B Bayindir; Sr Saruhanli; Sa Salihli; Al Alasehir, 1: S.V; Siirgiinde viriilenslik, 2: P1;
Viriilenslik; 4: yiiksek, 5: orta, 6: zatif, 3: Y.V, Yaprakta viriilenslik, 4: P2; Viriilenslik. 4: yiiksek, 5:
orta, 6: zatif, 5: P3; Yatay geg¢is performansi. ++ (yavas): 4puan, ++++(orta):5 puan, ++++++(hizl):6
puan, 6: P4; Dikey gegis performansi (%).%40-60: 4puan, %70-80: 5puan, %90-100: 6puan, 7: S.V.A=
Siirgiinde viriilenslik azalma (%). 8: P5; >12: 3 puan, >5: 2, <5:1, 9: Y.V.A= Yaprakta viriilenslik
azalma (%). 10: P6; >40: 3 puan, >20: 2, <20: 1, 11: TP; Toplam puan, P1+P2+P3+P4+P5+P6
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Secilen bu alti adet dSRNA igeren P. viticola izolatinin molekiiler karakterizasyon
calismalar1 i¢in dsSRNAlar Morris ve Dodds, (1979) ve Valverde vd. (1990) tarafindan
gelistirilen yontemler modifiye edilerek izole edilmis ve jel elektroforezde elde edilen
dsRNA profilleri goriintiilenmistir (Resim 4.21). Elektroforetik analiz sonucu dsRNA
profillerinde elde edilen iki banttan birisinin yaklasik 9,4 kb, digerinin ise yaklasik 2,5 kb
boyutlarinda oldugu GelAnalyzer programu ile belirlenmistir (Resim 4.22). Daha sonra izole
edilen bu dsRNAlarin konsantrasyonu nanodropta oSlgiilmiistiir (Cizelge 4.25). Ardindan
DNase, RNase enzimleri protokollerine gore seyreltilip, saflagtiritlmis ve dsRNA’larin kalite
ve miktarlart NanoDrop ile tekrar dlgiilmiistiir (Cizelge 4.25).

Resim 4.21. Phomopsis viticola izolatlarindan Morris ve Dodds (1979) ve Valverde vd.
(1990) yontemler ile elde edilen dsSRNA profillerinin agaroz jel elektoforez goriintiisii;
1) Marker £ DNA/Hindlll (23 kb), dsRNA igeren; 2) 961M, 3) 780Se ve 4) 962M

1zolatlar1
I Lane # \ Band# | Raw volume | Cal. volume l MW
|2. 11 10.32 14704 |- |487
2 12 i {3172 [- [2519
Lane # \ Band # Rf Raw volume [ Cal. volume 1 MW
3 [1 0,323 5144 & [9487
3. 2 |0.468 3272 2548

Resim 4.22. GelAnalyzer programinda dsSRNA bandlarinin 6l¢iim sonucu 1) marker £
DNA/HindlIll (23 kb), 2) 961M, 3) 962M
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Cizelge 4.25. Phomopsis viticola izolatlarindan elde edilen dSRNA 6rneklerinin DNase ve

RNase enzimleri uygulamadan 6nce ve sonra Nanodrop cihazinda 6l¢iim sonuglari

izolat Kodlar1! Enzim Uygulama Oncesi (ng/ul)  Enzim Uygulama Sonrasi (ng/ul)
1-962M 740 450
2-961M 510 200
3-889G 480 200
4-1091B 610 360
5-780Se 200 100
6-861C 580 200

1: Menemen (M), G (Giiney), B (Bayindir), Se (Selguk) ve C (Cal)

Makrogen firmasma gonderilen 6rneklerin ilk 6nce kalite kontrolii ve niikleik asit

miktarlar1 6l¢iilmiistiir. Enzim uygulanmis 6rneklerin dSRNA miktarlar1 500 (ug)’in altinda
oldugu bildirilmistir (Sekil 4.4). dSRNA orneklerinden saglikli ¢cDNA kiitiiphane

hazirlanmasi i¢in dSRNA miktarmin en az 500 (ug) olmasi gerekligi Makrogen tarafindan

bildirmistir. Bu bilgi dogrutusunda cDNA kiitiiphane hazirhigr igin enzim uygulanmayan

orneklerin kalite kontrolii ve niikleik asit miktar ol¢iimleri yapilmistir (Sekil 4.5). Sonugta
iki dSRNA 6rnegi 962M (3.572 ug) ve 961M (1.991ug) miktar ve kalite kontroliinde uygun
bulunmustur. Boylece 962M ve 962M dsRNA o&rneklernin TruSeq Stranded Total RNA
with Ribo-Zero H/M/R kiti kullanarak cDNA kiitiiphanesi hazirlanmistir (Sekil 4.6).

Cone. Final Total
# Sample Name (ng/ul) Volume Amount Result*
(ul) (ug)
1 Mycovirus-962 3.122 24 0.075 Fail |Quantity. Need to confirm
2 Mycovirus-961 3.107 24 0.075 Fail [Quantity. Need to confirm
3 Mycovirus-889 0.653 24 0.016 Fail |Quantity. Need to confirm
4 Mycovirus-1091 0.811 24 0.019 Fail |Quantity. Need to confirm
5 Mycovirus-780 1.652 24 0.04 Fail |Quantity. Need to confirm
6 Mycovirus-861 0.519 24 \ 0.012 / Fail |Quantity. Need to confirm

Sekil 4.4. Enzim uygulanmis ve seyreltilmis dSRNA 6rneklerinin Kalite kontrol ve niikleik

asit miktar 6l¢iim sonuglart; kirmiziyla isaretlenmis miktarlar 500 (ug)’in altindaki

miktarlardir
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Conc Final Total
# Sample Name (g /ul.) Volume Amount Result™
(ul) (ug)
1 Mycovirus-962 127.589 28 @ Hold |Need to confirm
2 Mycovirus-961 90.478 22 1.991 Hold |Need to confirm
3 Mycovirus-1091 32.737 15 0.491 Fail |Quantity, Need to confirm

Sekil 4.5. Enzim uygulanmamis ve seyreltilme yapilmamig dSRNA o6rneklerinin kalite
kontrol ve niikleik asit miktar 6l¢iimii sonuglart; kirmiziyla isaretlenmis miktarlar 500

(ug)’1n tstiinde dlgiilen dSRNA miktaridir
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Library Name Library Type Conc. Conc. Size

(ng/ul) (nM) (bp)

TruSeq Stranded Total RNA with

Mycoyirus-961 Ribo-Zero H/M/R

9.51 50.8 253

Sekil 4.6. TruSeq Stranded Total RNA with Ribo-Zero H/M/R Kkiti ile 962M ve 961M

orneklerinden hazirlanan cDNA kiitiiphane sonucu

dsRNA o6rneklerinin Kkalite kontrol ve niikleik asit miktar o6lgiim sonuglarinda 2
standart Bioanalyzer piklerinin yani sira orneklerde fazla sayida piklerin (multi peak)
olustugu Makrogen den gelen rapor ile bildirilmistir (sekil 4.7). dSRNA viriislerinde Kalite
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ve niikleik asit miktar olgiimlerinde multi peak olustugu Wilcox vd. (2019) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada da rastlanmigtir. Makrogen ile yapilan goriismeler de daha oncede
mikoviral dsRNA iizerinde yaptiklari ¢aligmalarda da boyle bir duruma rastlandigini ifade

etmislerdir.
Click to Enlarge =>1:Mycovirus-962 Click to Enlarge =>2:Mycovirus-961
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Sekil 4.7. 962M ve 961M dsRNA orneklerinden kalite kontrol sonucunda gézlemlenen

multi peaklerin goriiniimii

Yeni Nesil Dizileme ¢alismasinda 962M ve 961M orneklerinden Illumina ¢ift-ug
(Pair-End) kiitiiphane hazirlanmis ve dizilenmistir. Dizileme sonucu ve istatistiki degerler
Cizelge 4.26°da verilmistir. 961M ve 962M o6rnekleri ¢ift-ug kiitiiphanesinden 25.221.504
ve 34.337.890 okuma elde edilmis ve toplam okuma 2,5G ve 3,4G olmustur. Kiitiiphanenin
Q20 degerleri her iki 6rnek i¢in %98,84 (961M) ve %98,73 (962M) ve Q30 degerleri de %
96,31 (961M) ve %96,21 (962) olarak belirlenmistir. Bu elde edilen degerler, dizileme

kalitesi i¢in basari seviyesinde oldugunu gostermistir.

Cizelge 4.26. 961M ve 962M dsRNA orneklerinden es-¢ift kiitiiphane kurularak elde edilen

niikleotid dizi degerleri

Ornek Toplam Okuma (bp Toplam GC AT Q20 Q30

cift) Okuma* (%) (%) (%) (%)®
961M 2.547.371.904 25.221.504 49,38 50,62 98,84 96,31
962M 3.468.126.890 34.337.890 48,87 51,13 98,73 96,21

1: Toplam okuma sayisi: Illumina gift-u¢ sekanslam da bu deger okuma 1 ve okuma 2'nin toplamini ifade eder.
2: Phred kalite puani: 20' nin tizerinde olan bazlarin orani. 3: Phred kalite puani: 30'nin iizerinde olan bazlarin

orani.
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4.12. illimuna Sonuclarina gére dsRNA’nin Biyoinformatik Analizleri

Illimuna sisteminde 962M ve 961M o6rneklerin kiitiiphanelerinden iiretilen okumalarin
kalitesi GC yiizdesi, Q20 ve Q30 yiizde degerleri ¢izelge 4.27°de verilmistir. Cizelge
4.27°de goriildiigi gibi filtreleme isleminden sonra tim okumalarin Q20 degeri %100 yakin

cikmugtir.

Cizelge 4.27. lllimuna sisteminde 962M ve 961M dsRNA &rneklerinden yapilan okumalarin

kalite kontrol degerleri

- Toplam Okuma Baz 1 o2 Q20 Q30
Ornek Sayisi Toplam Okuma GC (%) (%)? (%)*
961M 2.133.767.741 24.604.780 49.17 99.39 97.31
962M 3.104.036.629 33.256.712 48.48 99.33 97.15

1: Toplam okuma sayisi: Illumina cift-u¢ sekanslam da bu deger okuma 1 ve okuma 2'nin toplamini ifade eder,
2: GC igerigi. Yiizde, (G+C)/ (A+ T+ G + C) *% 100 olarak hesaplanir, 3: Phred kalite puani: 20'nin

tizerinde olan bazlarin orani, 4: Phred kalite puani: 30'nin iizerinde olan bazlarin orani.

Ayrica FastQC ile olusturulan verilerin kalitesini kontrol etmek igin temel kalite
grafigi dongii sayis1 ve phred kalite puanina gore ¢izilmistir (Sekil 4.8). Phred kalite puani
20 oldugunda %99 dogruluk anlamina gelir ve kalite puan1 20’nin iizerinde olan okumalar
genellikle kaliteli okumalar olarak kabul edilir. Grafikte mavi c¢izgi kalitenin skorunu
gostermekte ve bu calismada Sekil 4.8’de goriildigi gibi mavi ¢izgi 30’iin lizerinde olmus
bu da kaliteli ve temiz bir okuma elde edildigini gostermistir.
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Sekil 4.8. Filtrelemeden sonra her dongiide a) 961M ve B) 962M’nin temel kalite semasi:
sar1 ¢izgi: her dongiide geyrekler arasi phred skoru (%25-75), kirmizi ¢izgi: her
dongiide phred puaninin orta degeri, mavi c¢izgi: her dongiideki phred puaninin
ortalamasi, yesil arka plan: iyi Kkalite, turuncu arka plan: kabul edilebilir kalite ve

kirmizi arka plan: kot kalite.
4.12.1. llimuna Okumalarimndan Kontig Olusumu ve Self-mapping analizleri

Yukarida ifade edildigi gibi dSRNA o&rneklerin igerisinden enzim uygulanmayan
orneklerden DNA dizi sekans analizleri yapilmis ve dolayisiyla sekans sonucunda viral
genomu disinda fungusa ait genomlar da dizilenmis ve toplam 36 (961M), 87 (962M)
konting elde edilmistir. Bu kontigler ile ilgili veriler Ek 4 ve 5’de verilmistir. De novo
assambly analiz sirasinda olusan kontigler arasinda viriise ait kontigleri diger kontiglerden
ayirmasi i¢in bilgisayar ortaminda SPAdes programimi Kkullanarak elde edilen tiim
okumalardan sadece viriis genomuna ait olan diziler segilmistir. Her iki dSRNA 6rnegi igin
tiretilen tiim yiiksek kalitedeki DNA okumalarinin birlestirilmesi sonucunda 961M 12,141
ve 962M ise 14,452 nt uzunlugunda kontingler olusmustur. 961M de olusan 9,7 ve 2,5 kb
biiyiikliiklerinde kontiglere dsRNA-L ve dsRNA-S olarak isimlendirilmistir. 962M
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orneginde ise, olusan 9,5 ve 2 adet 2,5 kb lik kontinglere dSRNA-L, dsRNA-S1 ve S2 olarak
isimlendirilmistir (Cizelge 4.28, Sekil 4.9 ve 4.10). Kontiglerin ortalama uzunlugu 6,070
(961M) ve 4,817 (962M) nt olmustur.

P. viticola’dan izole edilen 962M ve 961M dsRNA orneklerinin eletroforezi
sonucunda her iki ornekte yaklasik 9,4 ve 2,5 kb biiyiikliigiinde belirlenen dsRNA’larin,
biyoinformatik analiz sonucu elde edilen kontiglerin uzunluguna yakin bir uzunlukta
(vaklasik 9,7-9,5 ile 2,5 kb) oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9). Ayrica 962M de 2 adet tesbit
edilen dsSRNA-S1 ve dsRNA-S2 2,5 kb uzunlukta olup, daha 6nce jel elektroforezde bu iki
kontig Ustiiste gelmis ve jelde sadece tek bant olarak goriilmiis olabilir. Bu sonuglara gore,
dsRNA 962M ve 961M her iki 6rneginin de iki segmentli oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.28. 961M ve 962M dsRNA orneklerinden elde edilen kontiglerin say1 ve

uzunluklari
. Kontig Kontig | En uzun En kisa Kontig Ortalama
Ornek gt Toplam 0 Kontig (kb) (kb) Uzunluk
961M 2 12,141 9,675 9,675 2,466 6,070
962M 3 14,452 9,477 9,477 2,470 4,817

1: Tim bazlarin yarisinin bu boyutta veya daha uzun bir bitisikte bulundugu anlamina gelir.

contig1 9.7
contig2 2.5
0 3 6 9 12
contig1 9.5
contig2 2.5
contig3 2.5
0 3 6 9 12

Sekil 4.9. Kontiglerin uzunlugu a) 961M, b) 962M
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Cumulative length (kbp)

Cumulative length (kbp)

L & i ;b

Contig index Contig index

Sekil 4.10. Kontiglerin uzunluk dagilimi a) 961M, b) 962M

Cizelge 4.29 ve 4.30’da orneklerden elde edilen kontiglerin istatistiki degerleri
verilmistir. Toplam uzunlugun %10’una denk gelen N10 ortalama uzunlugu 961M’de 9,675
ve 962M de 9,477 baz olugsmustur. N50’de her iki 6rnek i¢in kontiglerin ortalama uzunlugu
N10 daki deger ile ayni olmustur. Kontigler arasinda ortalama baz uzunlugunda farkliliklar
meydana gelmemistir. Her iki 6rnek igin elde edilen kontiglerin toplam niikleotid

dagilimlari, GC oranlar1 ve CG’nini oran grafigi Cizelge 4.31 ve Sekil 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.29. 961M dsRNA 6rneginden elde edilen kontiglerin N10-N100 arasinda uzunluk

dagilimlari
Konting sayisi Uzunlugu Ortalama Uzunluk Toplam Uzunluk
N10 1 9,675 9,675 9,675
N20 1 9,675 9,675 9,675
N30 1 9,675 9,675 9,675
N40 1 9,675 9,675 9,675
N50 1 9,675 9,675 9,675
N60 1 9,675 9,675 9,675
N70 1 9,675 9,675 9,675
N80 2 2,466 6,070 12,141
N90 2 2,466 6,070 12,141
N100 2 2,466 6,070 12,141
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Cizelge 4.30. 962M dsRNA orneginden elde edilen kontiglerin N10-N100 arasinda uzunluk

dagilimlari
Konting Sayisi Uzunlugu Ortalama Uzunluk Toplam Uzunluk
N10 1 9,477 9,477 9,477
N20 1 9,477 9,477 9,477
N30 1 9,477 9,477 9,477
N40 1 9,477 9,477 9,477
N50 1 9,477 9,477 9,477
N60 1 9,477 9,477 9,477
N70 2 2,505 5,991 11,982
N80 2 2,505 5,991 11,982
N90 3 2,470 4,817 14,452
N100 3 2,470 4,817 14,452

Cizelge 4.31. 961M ve 962M dsRNA orneklerinin kontiglerinin niikleotid icerikleri ve GC

oranlar
Ornek A sayisi T sayisi G sayis1 C sayisi N sayisi* GC oram
961M 3,280 3,542 2,598 2,626 95 43.3%
962M 4,379 4,079 2,963 3,031 - 41.4%

1: Toplam belirsiz baz sayis1

Density of Contigs
Density of Contigs

0.00-
s0 50 & 70 & 90 ] b 10 20 30 40 50 60 70 80 % 100
GC contents (%) GC contents (%)

Sekil 4.11. a) 961M ve b) 962M’nin kontiglerinin GC oraninin histogrami

Her iki ornekten elde edilen konting okumalar1 self-mapping istatistikleri ve insert
uzunluk dagilimlar1 Cizelge 4.32 ve Sekil 4.12°de verilmistir. Analiz sonucunda 961M’den
206,704 ve 962M’den 606,833 adet okuma elde edilmistir (Cizelge 4.32). Bu miktar
okumada toplam yapilan okumalarin %0,85’1 961M ve %1,82’si 962M Orneklerinin

genomlarin1 icermekte geriye kalan okumalar ise viriis genomun disinda olusan fungal
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kontinglerine ait genomlarin okumalar1 yapilmis ve toplam okuma miktarlar1 961M igin
24.178.746 ve 962M igin 33.256.712 niikleotid olmustur (Cizelge 4.32). 961M ve 962M nin
sirastyla insert boyutlar1 107.39 ve 139.13 olmustur.

Cizelge 4.32. 961M ve 962M dsRNA o6rneklerinin self-mapping analizi istatislik sonuglari

Ornek Toplam Eslenmis Coverage Derinlik® Insert Boyutu
Okuma Okumalarl (%0)? (Std.)*

961M 24.178.746 206,704 (0.85%) 100.00 597.29 107.39 (39.80)

962M 33.256.712 606,833 (1.82%) 100.00 1322.91 139.13 (59.67)

1: Eslenmis okumalarin toplam sayisi, 2: Yerlestirilmis eslenenlerin yiizdesi (> = 1x), 3: Ortalama haritalama
derinligi, 4: Adaptorler arasindaki uzunluk ve tahmin edilen uzunlugun standart ayrilmasi.

Count
B 2 3
8IS UBSU| < SPEA) JO UONJEY BARBINWND

& &
azIs UBsU| < SPEAl JO UONDEY) BARINWND

o 100 200 300 b o 200 400
a Insert size Insert size

Sekil 4.12. a) 961M ve b) 962M 6rneklerinin insert uzunluk dagilimlar:

4.12.2. Genom anotasyonu

961M ve 962M orneklerinin genomlarimin igerdigi protein kodlayan gen bolgeleri

Eggnog programini kullanilarak belirlenmis ve veriler Cizelge 4.33’de verilmistir.
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Cizelge 4.33. 961M ve 962M dsRNA 6rneklerinin genom anotasyon sonuglari

Ornek Kontig! Baz? Gen® CDS* tRNA® rRNAS tmRNA’
961M 2 12,141 3 3 0 0 0
962M 3 14,452 6 6 0 0 0

1. birlestirilmis sekans sonucunda dizilerin birlesme sayisi, 2: birlestirme sekansinda baz sayisi, 3:
Birlestirilmis dizideki gen sayisi, 4: Birlestirilmis siradaki CDS sayisi, 5: Birlestirilmis siradaki tRNA sayisi,
6: Birlestirilmis siradaki rRNA sayis1, 7: Birlestirilmis dizilerdeki tnRNA sayisi.

Cizelge 4.33’de gorildiigii gibi 961M ve 962M &rneklerin niikleotid dizilerinin
kodonlarin olusturan bolge ya da kodlayan dizi (CDS: Conding Sequences) sayilari
sirastyla 3 ve 6 oldugu saptanmustir. 961M’nin dSRNA-L ve dsRNA-S kontiglerinde
hypothetical protein ve RdRp proteinlerini kodlayan pozitif yonlii sarmali 3 agik okuma
cergevesi (ORF1, ORF2 ve ORF3) saptanmis, (Cizelge 4.34 ve Resim 4.23) 962M’de ise,
dsRNA-L ve dsRNA-S1, S2 kontinglerinde hypothetical protein ve RdRp proteinlerin
kodlayan pozitif yonli sarmali 4 ORF (ORF1, 2, 3 ve 4) tesbit edilmistir (Cizelge 4.34 ve
Resim 4.23). Cizelge 4.34’de gortldigi gibi, her iki 6rnegin dSRNA-L kontiglerinde
bulunan ORF’lar her iki proteini (hypothetical ve RdRp) kodlanmaktadir. Diger kontiglerin
ORF’larinin ise, sadece RdRp proteinlerini kodlandigi gozlenmektedir. Her iki 6rnegin
(962M ve 961M) protein dizileri NCBI de BLASTp yapildiginda, RdRp %41 ve
hypothetical protein %44 oraninda Fusarium poae dsRNA virus 2 ile en yiiksek 6zdeslik

verdigi tesbit edilmistir.

Cizelge 4.34. 961M ve 962M dsRNA ornekleri kontiglerinin genom anotasyonu

Kontigler ORF Protein Sarma Yonu | Baslangic Bitis
961M: dsRNA-L (9,7kb) | ORF1 hypothetical + 1956 5552
961M: dsRNA-L (9,7 kb) | ORF2 RdRp + 5687 9622
961M: dsSRNA-S (2,5 kb) | ORF3 RdRp + 253 2454
962M: dsRNA-L (9,5kb) | ORF1 hypothetical + 2002 5559
962M: dsRNA-L (9,5kb) | ORF2 RdRp + 5694 9629
962M: dsRNA-S1 (2,5 kb) | ORF3 RdRp + 231 2432
962M: dsRNA-S2 (2,5 kb) | ORF 4 RdARP + 193 2430
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Resim 4.23. 961M-L, 961M-S, 962M-L 962M-S1 ve 962M-S2 kontinglerin genom

organizasyonu semalar1

4.12.3. BLAST Analizleri ve Filogenetik Aga¢

Tim genom birlestirildikten sonra, kontinglerin fonksiyonu diger viral dsSRNA’larla
benzerlik oranlarinin belirlenmesi i¢cin BLAST algoritmasi kullanilarak analizler yapilmistir.
Bu amag i¢in NCBI da BLASTnN analizi ile her iki 6rnekten elde edilen kontingler taranmis
ve toplam 5 adet fonksiyonu tahmin edilmistir (Cizelge 4.35). Ayrica P. viticola’dan izole
edilen ve mikoviriis oldugu tahmin edilen 961M ve 962M dsRNA oOrneklerin tiim
genomunun niikleik asit dizileri (kontig) NCBI veri tabaninda BLASTn analizin sonucunda
961M: dsRNA-L ile 962M: dsRNA-L kontiglerin 9,675 ve 9,477 bp’lik bdliimleri
mikovirtislerle benzerlik gosterirken dizinin diger kiigiik kontigleri 961M: dsRNA-S, 962M:
dsRNA-S1 ve S2 sirastyla 2,466, 2,505 ve 2,505 bp lik uzunluklar1 mitoviriislerle benzerlik
gostermistir (Cizelge 4.35). Bu nedenle 961M dsRNA-L ve 962M dsRNA-L kontiglerinin
mikovirisler i¢erinde yer alirken, 961M: dsRNA-S, 962M: dsRNA-S1 ve S2 kontiglerinin

mitoviriislere dahil farkli viriislere ait oldugu diistiniilebilir.

105



Cizelge 4.35. 961M ve 962M dsRNA o6rnekleri kontiglerinin BLASTn sonucunda tahmin edilen fonksiyon degerleri

. Kontig Uzunlugu . Accession Fonksiyon Query Perce_nt
Kontig (bp) Benzer fonksiyonlar Number Uzunlugu Cover (%6)! ldentity E-value®
(bp) (%)?
961M: dsRNA-L 9,675 Macrophomina phaseolina KP900891.1 9,188 2 86.32 7e-15
(kontigl) double-stranded RNA virus 2
961M: dsRNA-S 2,466 Colletotrichum falcatum MK279482.1 2,283 12 75.08 le-22
(kontig2) mitovirus 1
962M: dsRNA-L 9,477 Macrophomina phaseolina KP900891.1 9,188 2 86.32 4e-15
(kontigl) double-stranded RNA virus 2
962M: dsRNA-S1 2,505 Sclerotinia sclerotiorum mitovirus KF913888.1 1,329 1 93.48 le-06
(kontig2) 13
962M: dsRNA-S2 2,505 Mitovirus sp. MNO034672.1 2,723 5 79.02 3e-13
(kontig3)

1: Sorgulama Kapsami; NCBI isabetiyle eslesen bitis uzunlugunun yiizdesi, 2: Yiizde 6zdeslik; Referans genom ile ayn1 olan bazlarin yiizdesi (yiiksek uyumlu %99 benzeri

¢ikan dizilerin ayn1 gen dizileri oldugunu gostergesidir), 3: Sans eseri gortilmesi beklenen isabet sayis1 (0'a ne kadar yakinsa o kadar iyidir).
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BLAST analizinde sorgulama kapsami (Query Cover), taranan genonum NCBI veri
tabaninda diger genomlarla biraraya gelmesiyle eslesen bitisik uzunlugun yiizdesidir. Kiigiik
bir sorgu kapsami yiizdesi, kontig’in yalnizca kiigiik bir kisminin hizalandigi anlamina gelir
yani %100 6zdeslige (Percen identity) ve %5 sorgu kapsamina sahip bir hizalama varsa, iki
genom ayni taksondan olmadigini gdstermektedir. Kisacas1 iki genomun ayni taksonda
olmasi i¢in her iki degerinin de (Percen identity ve Query Cover) yiiksek olmasi
gerekmektedir (Newell vd., 2013), Ancak bu ¢alismada Cizelge 4.35’de goriildiigii gibi her
iki 6rnegin niikleik asit dizileri i¢in yapilan BLASTn sonucunda 961M: dsSRNA-L ve 962M:
dsRNA-L kontinglerin niikleik asit dizileri NCBI veri tabaninda kayitli olan mikoviral
dsRNAlarin niikleik asit dizileri ile 6zdeslik oranmi her iki konting i¢in %86,32 orani
saptanmus, fakat sorgu kapsam oranlari1 ¢ok diisiik ¢ikmigtir. Ayn1 durum 961M: dsRNA-S
ve 962M: dsRNA-S1, S2 kontiglerinde de meydana gelmis ve sirasiyla %75.08, %93.48 ve
%79.02 oranlarinda mitovirtslerin nikleik asit dizileri ile 6zdeslik oranlar1 tesbit edilmis,
ancak sorgu kapsam degerleri ¢ok diisiik ¢ikmistir. Dolayisiyla bu ¢alismada BLASTN
sonuglarinda saptanan diisiik dizi benzerlik oranlar1 bu iki mikoviral dSRNA &rneklerinin
NCBI da kayitli olan mikoviral dsRNA dizilerineden farkli oldugu ve yeni bir mikoviral
dsRNA tiirii olabilecegi diistiniilebir. Bu da gelecekte yapilacak ¢alismalarla netlik

kazanabilecektir.

Filogenetik agaci her iki 6rnekte tahmin edilen hypothetical ve RdRP proteinlerini
amino asit dizilerini NCBI da BLASTp yaparak benzerligi yiiksek olan toplam 15 (RdRP)
ve 8 (hypothetical) farkli mikoviral dsRNAlarin protein dizileri ile MEGA7 programini
kullanilarak olusturulmustur (Cizelge 4.36, Cizelge 4.37, Resim 4.24 ve 4.25). Cizelge 4.36
ve 4.37°de bakildiginda her iki 6rnegin BLASTp sonuglari aymi ¢izelgelerde verilmistir
bunun nedeni, 961M ve 962M 6rneklerinin amino asit dizilerinnin BLASTp sonucunda ayni
mikoviriis dSRNAlar ile hizalanmis ve benzerlik oranlar1 da birbirine ¢ok yakin oldugu i¢in
her iki 6rneginin BLASTp sonuglart ayni ¢izelgede verilmistir. BLASTp sonuglarina
bakildiginda her iki 6rnegin proteinlerinin en ¢ok benzerlik Fusagraviridae familiyasinin
tiyeleriyle olmus ve en yiiksek 6zdeslik %41-44 oranlartyla Fusarium poae dsRNA virus 2
ile oldugu saptanmigtir. Bu oranda iki mikoviral dsSRNAnin Fusarium poae dsRNA virus 2
ile ayn1 familyadan oldugunu séylemek i¢in ¢ok diisiik 6zdesik oranidir. Cilinkii mikoviral
calismalarinda BLAST analizlerine bakildiginda genelikle mikoviriisler arasinda %50
tizerinde Ozdeslik oranlar1 olan genomlar syni familiyanin farkli tiyeleri oldugunu ifade

etmektedir. Yapilan filogenetik analizlerine gore, 961M ve 962M in ikisi de ayni yerde
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kiimelenmis olmasi, her iki 6rnegin de aymi mikoviriis dSRNA familyasinda oldugu
belirtmektedir. Ayrica drneklerin her ikisi de sadece Fusagraviridae familyasinin iiyesi olan
Fusarium poae dsRNA virus 2 ile kiimelenirken, mitoviriislerle aralarinda ¢ok uzak
kiimelenme bagi meydana gelmis oldugu i¢in iki dSRNA nin mitoviriis olma ihtimalini
diisiirmektedir (Resim 4.24 ve 4.25). Resim 4.26’de 961M ve 962M’nin RdRp
proteinlerinin amino asit dizilerin Fusagraviridae familiyasina benzerligi en yakin olan
Fusarium poae dsRNA virus 2 (FpV2), Macrophomina phaseolina fusagravirus 1,2,3,4,5
(MpfVvl, 2, 3, 4 ve 5), Macrophomina phaseolina double-stranded RNA virus 2
(MpDSRV2) ve Rosellinia necatrix fusagravirus 1 (RnFGV1) mikoviriisler ile ClustalW
yaparak ¢oklu hizalmasi yapilmis ve goriildiigii gibi dSRNA viriislerinin RARp proteininde
bulunan sekiz korunmus motif (I-VIII) (Bruenn, 1993) bolgelerine benzer bolgeler iki
ornekte saptanmistir. Bu da iki 6rnegin bir dsSRNA viriisii oldugunu ifade etmektedir (Resim
4.26). Filogenetik agag sonuglarina gore bu iki dSRNA 1n tanimlanmamuis yeni bir mikoviral
dsRNA familyasinin yeni iyelerinden Dbiri olabilecegi ifade edilebilir. Ayrica
Fusagraviridae familyasinin yeni bir iiyesi olma ihtimali de s6z konusudur. Ancak yukarida

ifade edildigi gibi gelecekte yapilacak olan ¢alismalar ile bu durum agiga kavusabilecektir.

Cizelge 4.36. 961M ve 962M dsRNA-L kontiglerinin RdRp proteinlerinin amino asit
dizileri ile yapilan BLASTp sonuglari

Accession Query Percent E-

Benzer Fonksiyonlar Number Cover Identity value®
(%) (%)

Fusarium poae dsRNA virus 2 YP009253995.1 99 41 0-0

Macrophomina phaseolina fusagravirus1 ~ QDM35290.1 95 33 0-0

Macrophomina phaseolina fusagravirus2 ~ QK002084.1 94 33 0-0

Macrophomina phaseolina fusagravirus3 ~ QK002086.1 95 33 0-0

Macrophomina phaseolina fusagravirus 4  QK002088.1 88 33 0-0

Macrophomina phaseolina fusagravirus5  QK002090.1 79 35 0-0

Macrophomina phaseolina ds RNA virus 2 ~ ALD89097.1 78 36 0-0

Totiviridae sp QDH91295.1 88 35 0-0
Sclerotinia sclerotiorum mitovirus 4 AGC24233.1 59 35 le-67
Sclerotinia sclerotiorum mitovirus 5 AHX84130.1 73 36 2e-69
Sclerotinia sclerotiorum mitovirus 13 AHF48629.1 50 41 4e-68
Rosellinia necatrix fusagravirus 1 AZG06258.1 98 30 2e-167
Rosellinia necatrix fusagravirus 1 BBB86778.1 98 30 2e-164
Colletotrichum falcatum mitovirus 1 AZT88621.1 64 38 2e-62
Colletotrichum fructicola mitovirus 1 BBN51032.1 91 36 4e-13

1: Sorgulama Kapsami; NCBI isabetiyle eslesen bitis uzunlugunun yiizdesi, 2: Yizde 6zdeslik; Referans
genom ile ayni olan bazlarmn yiizdesi (yiiksek uyumlu %99 benzeri ¢ikan dizilerin ayn1 gen dizileri oldugunun

gostergesidir), 3: Sans eseri goriilmesi beklenen isabet sayisi (0'a ne kadar yakinsa o kadar iyidir).
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Cizelge 4.37. 961M ve 962M dsRNA-L kontiglerinin hypothetical proteinin amino asit
dizileri ile yapilan BLASTp sonuglari

Accession Query Percen
Benzer fonksiyonlar Number Cover Identity E-value?
(%0)! (%)’
Fusarium poae dsRNA virus 2 YP_009253994.1 99 44 0-0
Macrophomina phaseolina fusagravirus 1 ~ QDM35289.1 84 34 8e-153
Macrophomina phaseolina fusagravirus 2 ~ QK002083.1 80 30 6e-155
Macrophomina phaseolina fusagravirus 3 ~ QK002085.1 84 33 5e-149
Macrophomina phaseolina fusagravirus 4  QK002087.1 85 33 3e-151
Macrophomina phaseolina fusagravirus 5 QK002089.1 85 33 9e-151
Macrophomina  phaseolina  double- ALD89096.1 85 33 9e-152
stranded RNA virus 2
Sclerotinia sclerotiorum dsRNA YP_006331064.1 66 34 5e-113
mycovirus-L

1. Sorgulama Kapsami; NCBI isabetiyle eslesen bitis uzunlugunun yiizdesi, 2: Yiizde 6zdeslik;
Referans genom ile ayni olan bazlarmn yiizdesi (yiiksek uyumlu %99 benzeri ¢ikan dizilerin ayn1 gen dizileri

oldugunu goéregesidir), 3: Sans eseri goriilmesi beklenen isabet sayisi (0'a ne kadar yakinsa 0 kadar iyidir).

a5 - QK002088.1 Macrophomina phaseoling usagravirus 4
100 |l QK002090.1 Macrophomina phaseolina fusagravirus 5
100 | L 41029097 1 Macrophomina phasediina double-standed RNAvirus 2 = Fusagravirid

100 QK002086.1 Macrophomina phaseoling fusagravirus 3
1 —E QDM35290.1 Macrophomina phaseoling fusagravinis 1
29 QKO002084.1 Macrophomina phasealing fusagravirus 2
A L (ODH912951 Tobviridae sp.

YP 009253995.1 Fusarium poae dsRNA virus 2]» Fusagraviridae
o9 W Mycovirus-962
100 | B Mycovirus-961
AZG0625%.1 Rosellinia necalrix fusagravirus 1 -
4[ Fusagraviridae
100 L BEBS6TTS.1 Rosellinia necalrix usagravirus 1

AHF48629.1 Sclerotinia sclerotorum mitowirus 13

BBNS51032.1 Colletotrichum fructicola mitovirus 1

AGC24233.1 Sclerotinia sclerofiorum mitovirus 4 unclassified
s Mitovirus
61 AZT8%621.1 Colletotrichum falcatum mitovirus 1
88 AH84130.1 Sclerofinia sclerobiorum mitovirus 5
P
02

Resim 4.24. Mega7 programimn Maximum likelihood, Neighbour Joining 1000 replicate
bootstrap metodu ile 961M ve 962M dsRNA-L kontiglerinin RdRp proteinlerinden
cizilen filogenetik aga¢ (Viriislere ait numaralar GenBank erisim numaralar1 olup

bootstrap degerleri dallarin iizerinde gosterilmistir).
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99
100
100
100
100
100
100

QK002087 1 Macrophomina phaseolina fusagravirus 4
QK002089.1 Macrophomina phaseoling fusagravirus &
ALD&9096 1 Macrophomina phaseolina double-stancied RNA virus 2
QK002085.1 Macrophomina phaseolina fusagravirus 3
QDM352289.1 Macrophoming phaseoling fusagravirus 1

QK002082.1 Macrophomina phaseolina fusagravirus 2

Fusagraviridae

unclassified

YP 006331064 .1 Sclerotinia sclerotiorum dsRNA mycovirus-L ——p dsRNA virus

YP 009263994.1 Fusarium poae dsRNA virus 2} Fusa gravi ridae

W Mycovirus-962

M Mycovirus-961

Resim 4.25. Mega7 programm Maximum likelihood, Neighbour Joining 1000 replicate
bootstrap metodu ile 961M ve 962M dsRNA-L kontiglerinin hypothetical

proteinlerine gore cizilen filogenetik agaci (Virislere ait numaralar GenBank erisim

numaralar1 olup bootstrap degerleri dallarin tizerinde gosterilmistir).
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Mycovirus-962
Mycovirus-96€1l

308
308

Motif |

AQTGQOSNCLENQDFLTVVELFRDVHTRGRMMSYLSGMLYRILPMVERRAFGDATIYGFDMLCGRIERYRAS
—RQTGOSNCLENQDFLTVVALFRDVHTRGRMMSYLSGMLYRILPMVERARAFGDAIYGFDMLCGRSERYRAS

ISRWLYC-NSRH-—

Fpv2 335 IVLWLLHCNISSDALNALVFPRSLRVTALFNAEFTTVARAFKEVHTQGRLFSHLLGFGRIIRPIHLARGYGDLVYGFDTLAGRSERYRAS
RnFGV1 288 IRIFLLN-N-— ——T-SIFNLRFSDYVRATCEEIHANVRLTQQLPGYHRRWPEAHRGRAWANNI
MpFV3 306 ——YRYIFRQGFTDYIRICKAIQQYTRMNGALPSYLRTDPQTECDRAWANQL
MpFDSRV2 72 IGLFE ——SDYLENQREVDYIRTCRAIQQYTRMNGALPNYFRTDPQTACDRAWANQLYGLDVI
MpFV4 198 IGLF: ——SGYLFNQGFTDYIRSCRAIQQYTRMNGALPNYFRTDPQTACDRAWANQLYGLDVIGGRSELMELD
MpFVS 72 IGLFE: SGYLEFNQGEVDYIRSCERAIQQYTRMNGALENY FRTDPQTACDRAWANQLYGLDVIGGRSELMELD
MpFV1 260 LSLFLLQ-N--— ——FRWISRLDFVDYIRVCEEVHHHVRMVGALPRYLRVSIDVQDDRAWANNIYGIDIIGGRSELMELD
MpFV2 260 ISLEFFLQ-N-— ——YRYILNRNFTEYITICEREIHHYVRMVGALPLFLRISIDVQDDRAWANHIYGIDIIGGRSELMELD
consensus 3¢l s * * * * * Aok ok kkkdok
Motif Il

Mycovirus—-962 389 FLDEVIMRMDDPVIRGV.
Mycovirus—-96l1 389 FLDEVIMRMDDEVIRG
Fpv2 425 FVDECLMRSVDPHIRGIFRFDSTT--KQIYFDEDAWT[IMIREVSREVVSELL-——ERKVALTPFHREWYDRRY GRS
RnFGV1 360 TEGEFVMRTIDPAIRGILTITESKPNQLKYITGPQYDSYLLSVIFRVTR---KLIRPMVKLETMERWFNRRMEWAPS
MpEFV3 LIDPALRAVPTYDIGE-—-RRLYMSHSL
MpFDSRV2 VMRLIDPALRAVE IGE--GRLYMSHSL
MpFV4 271 FTEETVMRLIDPALRAVEVY GRLYMSESL
MpEVS 145 FTEETVMRLIDPALRAVPVYDIGE--GRLYMSHSLY: ELTIREVIRDASD LEAFDTWEDRRM
MpFV1 333 FTRETVMRLMDPALRAVPTYSTTE--RRLYMSSDLYERYEDEATHEAVREVVKFAEDGVILEGFDSWFDRRM.
MpFVZ 333 FTIRE MRLIDPALRAVPTYSTTE--RRLYM3ISDLYERYEDESTQEAVREVIRAREDGVILEGFDSWEDRRME
consensus 451 n AN P % i X X

Motif Il
Mycoviru5—962 L W B e S L DELRLNERGALLASPSKDIRC-LWRQADEVVOWSVGTLRFESGELRHILTTGLYNYVIQAYLLDNFESNLRDDTW
Mycovirus—961 474 —DELRLNERGARLLASPSRDIRC-LWRQADEVVOWNSVGTLRFESGRLRHILTTGLYNYVTQAYLLDNFESNLRDDTW

Fpv2 510 ERLRLNFRGARLLVTPERSIRG-MWDQAYNAVOWNSVGTIRFESGRIRHILTTGLYNYISQAYILDNFESNIRKPDTW
RnFGV1 447 GDTERASLQONRTPDESYRLNERGALLSLSLNDLENTLSNRLRRAVOWSVEALRKYESARLRGILNTGIYPFLAQAYWLSCFDTNVADNVW
MpFV3 467 —————————————-] NERLRVNERGALLSIPRDY IRK-VMGRWENAVOWSVRALRFESGRLRSILNTSIESYVIQAFVLDNFDENTRNDTW
MpFDSRVZ —DERLRVNERGALLSIPRDY IRR-VMNRWERAVOWSVRALRFESGRLRSILNTSIESYVIQAFILDNFDENTRNDTW
MpFV4 DERLRVNERGALLSIPRDY IRKR-VMNRWERAVOWSVRALRFESGRLRSILNTSIESYIIQAFILDNFDENTRNDTW
MpFVS —DERLRVNFRGALLSIPRDY IRR-VMNRWERAVOWSVEALRFESGELRSILNTSIESYIIQAFILDNFDENTRNDTW
MpFV1 421 —NERLRVNRRGALLSIPVEYMRR-IISKAERAVOWSVRALRFESGRLRSILNTSIESYIIQAYVLDCFDENLREDTW
MpFV2 421 —NERLRVNERGALLNIPIDYIRRK-IMDRTERAVOWSVRALRFESGRLR3ILNTSIESYIIQAYVLDCFDENLREDTW
consensus 541 ko kkohokok ok ok wk ok ke ok * kk Kk k kk & *hk ok ok ok *
Motif IV
Mycovirus—-962 548 Y3RNHSGVARLSNHLRRLRKDLRSGARAVMFDESDYNLEHTFSVMSTLYATVASTLISRGRATTAPSVYTHASNDLEARANYISQARHRTFL

Mycovirus-961 548 YSANHSGVARLSNHLRRLRKDLRSGAAVMFDFSDYNLEHTFSVMSTLYATVASTLISRGRATTAPSVYTHASNDLEARANYISQRRHRTFL
Fpv2 584 YSRRHHSAZRVANHIRRLEDLQSGVATMFDESDYNLEHTFYQMLAIMRSALEEMVARGRDDTMPTDYADAVGDLLARGDYVMTARARTFL
RnFGV1 537 YS3TAHGNTTRLANSLRRLSDLTR-TALMWDYADFNINHTIRQMOLLYYASVSVLLERSETLTSQGLVRQIWNDMLDALRFSMDARGARYL
MpFV3 542 Y3SAHDMTARIANTYRRIGELERYHGLMWDFADFNINHTFRGMIKLFNVTVRVLCQERGEHATPPHIYTNAVEDLGSALRWIRVARENTYV
MpFDSRVZ 308 YS3AEDMTARIANAYRRIGELERNHGLMWDFADFNINHTFSGMIKLFNVTVEVLQERGEHATPPHIYVSAREDLESALRKWVRVARDNTYV
MpFV4 434 Y3SAHDMTARIANAYRRIGELEHNHGLMWDFADFNINHTFSGMIKLFNVIVRVLCQERGEHATPPHIYVSAREDLESALRWVRVARDNTYV
MpFV5 308 YSSAEDMTARIANAYRRIGELEHNHGLMWDFADFNINHTFSGMIKLFNVIVRVLQERGEHATPPHIYVSAREDLESALRKWVRVARDNTYV
MpFV1 4%€ YSTAHGLTARVANMLRRTEELRTAHALMWDESDFNINHTFRGMMELYSVVCDVLVERGAHATPRHIYEAARRDIRARTAWILREARERTYV
MpFV2 49€ YSSAHGLTARIANMLRRSEELRNQHALMWDFSDFNINHTFRGMIKLYHVVSQVLLERGAHATPPHIYEARRNDINTATAWIRQARERTYV
consensus 631 A+ % * ok Ak * * k  k *x  *k * * * * * *
Motif V Motif VI
Mycovirus-962 €38 QDRQTGLIAAISRGLOSGERGTSFCNVMCNRIDSAYVDYMALRLLGRRLIAHQGDRVGDDVFTRTDHMRDAILLCALFNLSGASGQLYRI
Mycovirus—-961 €38 QDRQTGLIRAISRGLQSGERGT3FCNVMCNRIDSAYVDYMALRLLGRRLIAHQGDRVGDDVFTRTDHMRDAILLCALFNLSGASGQLYRT
Fpv2 €74 NDRLSGLVVRIVRGLQOSGERSTSFFNTLCNRVDSVMVDRVAEQLFGRRLITHCGDRLGDDVFVRNADMRDSILMCALFNLLGSSGQLYKI
RnFGV1 €26 HSALARLTVLARRSLOSGERATIYVNSMSNEVDTEIVRDTARRVLGMEVEFTGANDELGDDLEFGTCSTMWEAVLTSALY
MpEFV3 €32 RDNDTGFISKLVRSLOSGERATIFVNAMRNEIDYLIVRRTAHNLFSRPFLORRGDRQGDDVFLPVANAVEATLACAIYNITGRARAGQLSKI
MpFDSRVZ 398 RDNDTGEVSKLVRSLOSGERATSFVNAMRNEIDYLIVRRTAHNLFSRPFLORRGDRQGDDVFLEPVENAVEATLACAIYNITG QLSKI
MpFV4 524 RDNDTGEVSKLVRSLOSGERATIFVNAMRNEIDYLIVRARTAHNLFSRPFLORRGDRQGDDVFLEVENAVEATLACAIYNITGRAAGQLSKI
MpFVS 398 RDNDTGEFVSKLVRSLOSGERATSFVNAMRNEIDYLIVRRTAHNLFSRPFLQRRGDRQGDDVFLEFVENAVEATLACAIYNITG, QLSKI
MpEVL 586 QDNDTGYISKLVRSLOSGERGTIFVNSMRNEIDYLIVRATGSELFNTNFLTREGDRQGDDVFLPTRDMREAVLACALYNITGSAGQLSKI
MpFV2 58€ QDNDTGEVSKLVRSLQSGERGTSFTNSMRNEIDFLIVRATGSELFNTNFLSQRGDRCGDDVFLPTANMREAVLACALYNITGSAGQLSKI
consensus 724 * kkkkkk kk K W ok * * kkk K * ok ok ok Akk %
Motif VII Motif VIII
Mycovirus—-962 728 NVEYCSETTPGRGEFLRYSYDGNASTVRGYPIRALVGFTHGEYFSEAVPAIFERAGTIIEQVSKLORRGLTLPPFLVERSIYRNCSITYT

Mycovirus-961 728 NVEYCSETTPGRGEFLRYSYDGNASTVRGYPIRALVGFTHGEYFSEAVPAIFERAGTIIEQVSKLORRGLTLPPFLVERSIYRNCSITYT
Fpv2 7€4 TSEYCSPRNPGRGEFLRHSYDGASGRVSGYPIRAIVGEFVHGEFFSEPLPAIYDRAATILEQVARIQRRGCTLFMSLVNESIRFNCRITRT
RnFGV1 716 TMEYGGDI-SSY! RLBYDGONNTVTIGYAPRAMMGEFIHGEYMLDSY PYERTATILEQLNELERRGW HLVDSIIARNTSLVYT
MpFV3 722 TNDYHQPE-AR SRIVSGYPIRAMMGVIHGEFFDEPIPRPLERAATFMEQFARLORRGWIPPPTLLERIIFRNCHLVYT
MpFDSRVZ 488 TNDYHRPE-ARRGEYLRYAYDGRTRIVSGYPIRAMMGVIHGEFFDEPIPRPLERAATFMEQFARLOQRRGNIPPRTLLERIIRKRNCHLVYT
MpEFV4 €14 YDERNRIVSGYPIRAMMGVIHGEFFDEPIFRPLERAATFMEQFARLORRGNIFPRTLLERIIERNCHLVYT
MpFVS 488 {DERSRIVSGYPIREMMGVIHGEFFDEPIFRPLERAATFMEQFARLORRGNIP RIIFKRNCHLVYT
MpFV1 €7€ TNDYSKPK-GA YDANANTVSGY PIRAMMGVIHGEFFDEPIPRPLERRATFVEQFERLRRRGNTPPDTLLERAIRRNCHLVYT
MpFV2 €7€ TNDYSKFPR-GA SHARTVSGY PIRAMM: RAATFVEQFERLRRRGWN TLLDRATIRRNCHLVYT
consensus 811 * &k * Ak kk ok  kkk * ok kk ok kkk * * ok *

Resim 4.26. ClustalW yaparak, 961M ve 962M dsRNA-L kontiglerinin RNA’ya bagimh
RNA polimeraz (RdRp) alanlarinin ve Fusagraviridae familiyanin bazi tyeler ile
korunmus motiflerin amino asit sekanslarinin ¢oklu hizalamalari. Motif | — V111 (koyu
yildiz isaretleri), dSRNA viriislerinin RARp karakteristigine sahip sekiz korunmus

motifileri, koyu ve normal yildiz isaretleri; korunmus amino asitlerdir.
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Genom dizilemeden sonra yapilan biyoinformatik analizler sonucunda 961M ve 962M
orneklerinden sirasiyla 12141 ve 14452 (nt) tim genom uzunluguda negatif ve pozitif
yonelimli (double stranded) dsRNAlar saptanmigtir. 961M ve 962M dsRNA genom dizi
analizlerinden elde edilen ham veriler ilk 6nce NCBI SRA (Sequence Read Archive) da
kayit edilerek 961M i¢in PRINA722503 ve 962M igin PRINA723482 Accession Number’1
alinmigtir. Ardinda biyoinformatik analiz verileri NCBI Banklt de kaydedilmis ve 961M’in
2 kontigi i¢in 961M-L’e MZ050804 ve 961M-S’e MZ074321 ve 962M’in 3 kontigi igin
962M-L’ec MZ050805, 962M-S1’e MZ050806 ve 962M-S2’¢ MZ050807 Accession

Number’leri alinmistir.
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5. TARTISMA

5.1. Ege Bolgesi Bag Alanlarindan izole Edilen Phomopsis spp izolatlarimin Kiiltiirel
Ozelliklerinin Degerlendirilmesi ile Morfolojik ve Molekiiler Yontemler ile

Tanilanmasi

Ege Bolgesi bag alanlarinda 6liikol hastaligi etmeni Phomopsis viticola (Sacc.) Sacc.
izolatlarinda dsRNA’nin tanilanmasi, molekiiler ve biyolojik karakterizasyonu ile
hipoviriilent etkilerinin arastiriimasi amaciyla bu ¢alismada yapilmistir. Ege ve Marmara
bolgelerinde 6liikol hastaliginin varligi bazi arastiricilar tarafindan da rapor edilmistir
(Akgiil vd., 2015; Ar1, 2000; Awan, 2017; Cetinkaya ve Onogur 2006; Erkan ve Larignom,
1998; Giingdr Savas 2019; Karaca ve Eroglu, 1967; Ozhendekgi, 1978; ve Yildirim, 2014).
Marmara Bolgesinin Kocaeli, Sakarya, Bursa ve Istanbul illerinin bag alanlarinda 6liikol
hastaligina sebep olan P. viticola’nin yayginlig: ile ilgili yapilan bir survey ¢alismasinda;
Geyve’de %61, Gebze ve Mudanya’da %44 ve iznik’de %30 civarinda oldugu Ozhendekgi,
(1978) tarafindan bildirilmistir. Gling6r Savas, (2019) Ege Bolgesinde Manisa ve Marmara
Bolgesinde Bursa ve Tekirdag illeri bag alanlarindan Phaeomoniella chlamydospora,
Phaeoacremonium aleophilum, P. viticola ve Diplodia spp. etmenlerinin ortalama %4,7
oraninda var oldugunu rapor etmistir. Hosseinalizadeh vd. (2020) Ege Bélgesinin Izmir ve
Manisa illerinden elde edilen 86 asma siirgiin 6rneginden 80 adet P. viticola izole
etmiglerdir. Olduk¢a genis sorvey alaninda yapilan bu calisma ile 6liikol hastaliginin
giinlimiizde Ege Bolgesinde bag yetistiriciliginde éneminin halen devam ettirdigi ortaya
konulmustur. Nitekim Tarim ve Orman Bakanligmmin yayinladigi teknik talimatlarda
Tiirkiye’de oliikol hastaligi, asmanin en 6nemli dort hastaligindan biri olarak kabul
edilmektedir (TAGEM, 2011).

Oliikol hastaligi etmeninin ilk olarak ilkbaharda yapraklarda kiigiik sar1 klorotik
lekeler olusturdugunu ve asmanin geng siirgiin, yaprak, yaprak ve salkim saplar ile
meyveler {izerinde hastalik olusturdugu bildirilmistir (Erincik vd., 2001). Ayrica bahar
aylarinda hastaligin ilerleyip enfeksiyona ugrayan siirgiinlerin dip kisimlarinda agik renkli
kiigtik lekelerin olustugu ve bu lekelerin daha sonra odun dokusuna kadar ulasan ¢atlaklara

dontigiip siyahlagtigini Erincik vd., (2001) gozlemislerdir. Erincik vd., (2001)’nin 6liikol
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hastaligi igin belirttigi simptomlar ile bu calisma kapsaminda Ege Bolgesi illerindeki

stirveylerde gozlenen Sliikol hastalig belirtileri benzerlik igerisindedir.

P. viticola etmeni diger Phomopsis cinsleri gibi besi ortaminda W (beyaz renkli
koloni) ve G (gri renkli koloni) olmak iizere iki farkli renkte koloniler olusturmaktadir
(Kanematsu vd, 1999; Kanematsu vd., 2000; Urbez-Torres vd., 2013 ve Awan, 2017). Bu
calismada da, izole edilen Phomopsis spp. izolatlarinin besi ortaminda beyaz ve gri renkte
koloniler olustugu gozlenmistir. Urbez-Torres vd. (2013) ABD’nin Kaliforniya eyaleti bag
alanlarindan toplanan P. viticola izolatlarinda beyaz ve agik kahve renkte kolonilerin
gbzlendigini ve izolatlarin PDA iizerinde inkiibasyoniin dordiincii haftasinda 60 mm’lik
koloni ¢apiyla yavas miselyal gelisim gosterdigini saptamislardir. Bu c¢aligmada ise, Ege
Bolgesinin bag alanlarindan elde edilen Phomopsis izolatlar1 besi ortaminda beyaz, gri ve
krem renkte koloniler olusturmus ve inkiibasyoniin ikinci haftasinda ortalama 5,54-7 cm
(50,54-70 mm)’lik koloni ¢apiyla orta hizli miselyal gelisim ile Urbez-Torres vd (2013)’nin
calismasina gore nisbeten biraz hizli miselyal gelisim gostermistir. Akgiil vd. (2015)
Tiirkiye’de Ege Bdlgesinin bag alanlarindan izole edilen Diaporthe ampelina (P. viticola),
izolatlarmin PDA ortaminda krem renkte koloniler olusturdugunu bildirmislerdir. Bu
calismada da Ege Bolgesinin bag alanlarindan elde edilen toplam 14 Phomopsis spp.
izolatinda inkiibasyonun 3. giiniinde ve 12 Phomopsis spp. izolatta 14. giiniinde krem renkte
kolonilerin meydana geldigi saptanmistir. Ayrica Akgiil vd. (2015) D. ampelina (P. viticola)
izolatlarinin inkiibasyonun 20. giiniinde 50-55 mm’lik koloni gelisim ¢apiyla yavas miselyal
gelisim olusturdugunu rapor etmislerdir. Ancak bu g¢alismada izolatlar besi ortaminda
inkiibasyonun 14. giiniinde ortalama 5,54-7 cm (50,54-70,00 mm)’lik koloni ¢apiyla orta
hizli miselyal gelisim gostermislerdir. Awan, (2017) Ege Bolgesi bag alanlarindan izole
edilen P. viticola izolatlar1 arasinda her iki koloni rengine (beyaz ve gri) sahip izolatlara
rastlandigin1 ve W tipi koloniye sahip olanlarin gelisme hizi ve viriilensliginin G tipte
olanlara gore daha diisiikk oldugunu bildirmistir. Bu ¢alismada da izole edilen Phomopsis
spp. izolatlar1 besi ortaminda inokiilasyonun 14. giiniinde beyaz, gri ve krem renge sahip
olan izolatlar gézlenmis ve beyaz ve krem renkli kolonileri olan izolatlar hizli ve orta hizda
koloni gelisim gostermisken, kolonileri gri renkte olan izolatlarin birgogu %70,8 oraninda
hizli miselyal koloni gelisim hiz1 gostermislerdir. Calisgmada elde edilen ve literatiir
bulgularina gore izolatlar arasinda meydana gelen biiyiime hizindaki farkliliklarin, patojenin
genetik yapisi ve virlilenslik Ozeliklerine bagl olarak degisiklik gosterebilecegi ifade

edilebilir.
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P. viticola diger Phomopsis tiirlerinde oldugu gibi a ve B sporlar iiretmekte ve
piknidium igindeki sporlarin oran1 ve boyutlar1 6nemli 6lgiide degisebilmektedir (Uecker,
1998; Sergeeva vd., 2003; Ozben, 2011; Awan, 2017). Schilder vd. (2005) Kuzey Amerika
bag alanlarindan izole edilen 70 P. viticola izolatinin 65’inde ortalama 9,8-12,6 x 3,1-4,5
um arasinda o konidia iiretmis oldugunu ve 5’inde ise sulu agar oOrtami tizerindeki asma
yapraklarinda [ conidia trettigini bildirmislerdir. Bu elde ettikleri boyutlarin Mostert vd.
(2001), ve Pearson ve Goheen (1994)’nin ¢alismalarindan farkli oldugunu ve farkliligin
nedeninin biiylime ortamindaki farkliliklar veya izolatlar arasindaki genetik farklilik
olabilecegini ifade etmislerdir. Bu ¢alismada da saptanan a sporlarinin boyutlarinin (8-11,04
um x 1,7-2,8 um) Schilder vd. (2005)’in bulgularina (o konidia i¢in 9,8-12,6 x 3,1-4,5 um)
¢ok yakin olmadig1 ifade edilebilir. Baumgartner vd. (2013) Dogu Kuzey Amerika
baglarinda toplanan P. viticola izolatlarinin ortalama o konidya boyutu 9,5-10,5 x 2-3 pm
arasinda degistigini bildirmislerdir. Ayni sekilde bu a konidi boyutu bulgular1 da (a: 9,5-
10,5 x 2-3 pum) bu caligmadaki a sporlar1 boyutlari ile farklilik gostermistir. Ayrica Akgiil
vd. (2015) tarafindan Diaporthe ampelina (P. viticola), etmeninin sirasiyla 10,0 x 2,4 ve
22,5 x 1,0 olarak ol¢iilmiis olan o ve B sporlarinin ortalama boyutlar1 ise bu ¢aligmada
belirlenen (8-11,04 um x 1,7-2,8 um ve 20,5-25,14 um x 0,83-1,06 um) o ve B sporlari
boyutlarina yakin olsa da genel olarak yine de farkli olduklar1 sdylenebilmektedir. Bunun
nedenin de Schilder vd. (2005) in ifade ettigi gibi izolatlarin biiyiime ortamindaki
farkliliklardan veya izolatlar arasindaki genetik farkliliklardan olabilecegidir.

Phomopsis spp.’nin molekiiler tanisi, bir¢ok arastirici tarafindan DNA’nin farkli gen
bolgeleri polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve filogenetik analizler ile yapilmistir (Gomes
vd., 2013; Santos vd., 2010; Udayanga vd., 2011 ve van Niekerk vd., 2005). Schilder vd.
(2005) Kuzey Amerika bag alanlarinda Phomopsis tiirlerinin tanilanmasi igin siirgiin ve
yaprak lekesi belirtileri gosteren 70 Phomopsis izolatini translation elongation factor subunit
1-a (EF1-a) ve Calmodulin (CAL) gen bolgelerinin tanisint PCR ile yapmislar ve DNA
sekans analizi sonucu iki izolat disinda tiim izolatlarin P. viticola oldugunu ve EF1-o ve
CAL gen bolgelerinin sirasiyla 346 bp ve 517 bp biiyiikliigiinde oldugunu saptamislardir.
Urbez-Torres vd. (2009) Teksas bag alanlarinda asmalarda ekonomik kayiplarma neden
olan fungal gdovde hastaliklarinin popiilasyonu ve tiirlerinin tanimlanmasini fungal
izolatlarin morfolojik yapilarina bakarak ve molekiiler tekniklerni kullanarak yapmuslar ve
Botryosphaeriaceae tiirleri ile birlikte P. viticola dahil olmak tizere toplam on bir tiir

tanimlamiglardir. Kuzey Amerika bag alanlarinda Phomopsis siirgiin ve yaprak lekesi
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izolatlarinin morfolojik yapilarina bakilarak ribozomal dahili transkripsiyonlu aralayici
(ITS) gen bolgesi PCR ile ¢ogaltilmis ve PCR iiriinii DNA larin dizilerinin filogenetik
analizleri sonucu P. viticola, Phomopsis fukushii ve Diaporthe eres tiirlerinin tanilanmasi
Baumgartner vd. (2013) tarafindan yapilmistir. Ghnaya-Chakroun vd. (2014) molekiiler
yontemler ve DNA sekans analizleri kullanarak ilk kez Tunus bag alanlarindan P. viticola
ve D. seriata fungal etmenlerini tanilamislardir. Yeni Zelanda bag alanlarindan asma
kurumalarina neden olan asma govde hastaligi etmenlerinin dagilimi ve tanimlanmasina
yonelik yapilan ¢alismada izolatlarin morfolojik 6zelliklerine bakarak ve DNA dizileme
analizlerini yaparak P. viticola etmeni saptanmistir (Mundy vd., 2020). Tirkiye’de gegmiste
yapilan bir¢ok ¢aligmada P. viticola’nin tanisi sadece morfolojik Gzelliklerine bakilarak
yapilmustir (Cetinkaya ve Onogur, 2006; Karaca ve Eroglu, 1967; Ozben, 2011 ve Yildirim,
2014). Ancak son yillarda bir¢ok arastirict molekiiler yontemler kulanarak P. viticola’nin
tanillanmasim1 yapmuslardir (Akgiil vd., 2015; Awan, 2017 ve Giingdr Savas, 2019).
Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda, Ege Bélgesinin izmir ve Manisa illerinin bag alanlarmdan
sultaniye ¢ekirdeksiz asmalardan elde edilen 6liikol izolatlarinin kiiltiirel 6zelliklerinin
yanisira ITS, TUB ve EF1-o gen bolgelerinin dizi analizleri ile tanist Akgiil vd. (2015)
tarafindan yapilmis ve ¢alisma sonucunda P. viticola’nin teleomorf Diaporthe ampelina ile
iligskilendirilmistir. Daha sonra Awan, (2017) Ege Bolgesi bag alanlarindan izole edilen 23
Phomopsis (Diaporthe) spp. izolatin universal primerler kullanilarak PCR’n1 yapmus ve elde
edilen PCR dirlinlerinin DNA dizilim analizini yaparak izolatlarin P. viticola olduklarimi
saptamistir. Giingor Savas, (2019) 2019 yilinda Ege Boélgesinde Manisa ve Marmara
Bolgesi Tekirdag illerinden izole edilen odun dokusu fungal etmenlerin ITS1 ve ITS4, Bt2a
ve Bt2b primerler kullanilarak PCR’larin1 yapmis ve ardindan PCR iiriinlerinin DNA dizi
analizlerini yaparak P. viticola’nin tanisi yapilmistir. Bu ¢alismada ise Ege Bolgesinin farkli
il ve ilgelerinden izole edilen 232 Phomopsis spp. izolatinin ticari bir PCR kiti (Phomopsis
viticola End-Point PCR kit) kullanilarak toplam 214 P. viticola izolatin molekiiler tanisi
basarili bir sekilde gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada P. viticola tanmi kiti kullanildig: i¢in
Akgiil vd. (2015) ve Gilingor Savas, (2019) iin ¢alismalarinda oldugu gibi kullanilan gen
bolgeleri belirtilememistir. Ege Bolgesinde bag alanlarinda olitkol belirtisi  gdsteren
bitkilerden elde edilen izolatlarin biiyiik bir cogunlugunun %92,25 oranla P. viticola oldugu
bu calisma ile ortaya konmustur. Bu bulgular Ege Bolgesi bag alanlarinda 6liikol
hastaligindan sorumlu ana patojenin P. viticola oldugunu gostermektedir. Asmalarda diger
Phomopsis tiirlerinin yanisira farkli Diaporthe tiirlerinin de 6liikol hastaligina yakin

belirtiler verdigi daha onceki ¢aligmalarda da belirtilmistir (Akgiil vd., 2015 ve Gilingor
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Savag 2019). Ancak bu calisma ile Ege Bolgesi bag alanlarinda diger Phomopsis tiirlerinin

varliginin fazla olmadigi anlasilmaktadir.

5.2. dsRNA iceren P. viticola izolatlarindan dsRNA’larin izole Edilmesi ve Biyolojik
Karakterizasyonu

Morfolojik ve molekiiler yontemler ile tanimlanmasi yapilan P. viticola izolatlarindan
dsRNA analizi yapilarak dsRNA varligi yoniinden degerlendirilmistir. Asmada o6liikol
hastaligin neden olan P. viticola da dsRNA varlig: ile ilgili Hosseinalizadeh vd. (2020)
tarafindan yapilan c¢alisma disinda literatiir taramlalarinda hangi bir baska g¢alismaya
rastlanmamistir. Bu c¢alisma tarama niteliginde yiiriitilmiis ve 80 P. viticola izolatinin
sadece sekizinde yaklasik 18-20 kb biiyiikliigiinde oldugu tahmin edilen dsRNA profilleri
tesbit edilmistir (Hosseinalizadeh vd., 2020). Bu ¢alismada, Balijja vd. (2008) nin izolasyon
yontemi ile 214 P. viticola izolatinda dsSRNA analizi yapilmis ve Ege Bolgesinin yogun
asma yetistiriciligi yapilan 4 ilinden elde edilen toplam 214 P. viticola izolatindan toplam
125 izolatta iki ve tek segmentli dsSRNA profilleri tesbit edilmistir. Daha sonra bu 125
dsRNA profilinden gel goriintiisii en iyi olan izolatlar belirlenmistir. Ardindan dsRNA’lar
Morris ve Dodds, (1979) ve Valverde vd. (1990) tarafindan gelistirilen yontemler modifiye
edilerek izole edilmislerdir. Boylece izolatlarin her iki yontem ile dsRNA analizleri
yapilmis ve iki yontemde de dSRNA bandlar1 elde edilmistir. Ancak her iki yontemin
izolasyon ve jel elektroforez asamalar1 farkli oldugundan dsRNA’larin elektroforetik analiz
sonuglar1 Balijja vd. (2008)’nin izolasyon yonteminde dSRNA profil bantlar1 ~18 kb gibi
goriintiilenirken, Morris ve Dodds, (1979) yontemi ile elde edilen dsRNA profilinin
elektroforetik analiz sonucu bantlarin molekiiler boyutlar1 GelAnalyzer programi ile
belirlendiginde yaklasik 9,4-2,5 kb oldugu belirlenmistir. Ayrica bazi izolatlarda dsRNAlar
~9,4 kb uzunlugunda tek bant goriiliir iken bazi izolatlarda ~2,5 ve 9,4 kb uzunlugunda iki
segment saptanmistir. Elde edilen bu dsRNA boyutlar1 Phomopsis spp.’in telemorfik
grubundan olan Diaporthe ambigua’da saptanan 4,3 ve 4 kb’lik (Preisig vd., 2000; Smit vd.
1996) dsRNA’lara gore daha biiyiik oldugu goriilmiistiir. Yine ayni sekilde Diaporthe
perjuncta izolatlarinda elde edilen iki mikoviriisiin (Diaporthe RNA Virus (DaRV) ve
Diaporthe RNA virus 1 (DRV1) 4,1 kb’lik (Moleleki vd., 2003; Moleleki vd., 2011) dsSRNA

molekiiler agirhigi, Diaporthe rudis izolatlarindan elde edilen (Diaporthe rudis mitovirus 1)

117



2,5 kb’lik (Kocanova vd., 2020) dsRNA molekiiler agirligi bu g¢alismada elde edilen
dsRNA’lara gore daha kiiglik oldugu saptanmistir. Buna banzer bir durum Cin’de patlicanda
Phomopsis yanikligina neden olan Phomopsis vexans’dan saptanan iki yeni mikoviriisde
(Phomopsis vexans RNA virus 1 (PvRV1) ve Phomopsis vexans partitivirus 1’(PvPV1) de
goriilmektedir (Zhang vd., 2015; Zhang vd., 2020). Zhang vd. (2015) P. vexans
izolatlarindan {i¢ segmentli Phomopsis vexans RNA viriisii 1 (PvRV1) dsRNA profil
boyutlart dSSRNA-L 12 kb, dsSRNA-M 5 kb ve dsRNA-S 3 kb olarak belirlemislerdir. Daha
sonra Zhang vd. (2020) patlicandaki P. vexans (PvHZ002) izolatlarindan elde edilen 2
segmentli Phomopsis vexans partitivirus 1’(PvPV1) dsRNA’larinin molekiiler boyutlarinin
dsRNAL; 1,662 bp ve dsRNA2; 1,628 bp oldugunu saptamis bu dsSRNA boyutlarin bu
calismada elde edilen dsRNA boyutlarindan ¢ok daha kiigiik oldugu saptanmustir.
Phomopsis longicolla (ME711)’dan izole edilen (Phomopsis longicolla RNA virusu 1-
PIRV1) iki segmentli dsSRNA molekiiler boyutlarimin (~2,8 kb ve 4 kb) (Hrabakova vd.,
2017) yine bu ¢alismada elde edilen dsRNA’nin molekiiler boyutlarindan (~9,4 kb) oldukg¢a
kiiglik oldugu gortlmiistiir. Bu ¢aligmaya konu olan mikoviral dsRNA’nin diger Phomopsis
vexans ve Phomopsis longicolla’ lerden elde edilen dsRNA’larin elektroforetik jel de
belirlenen molekiiler boyutlarindan daha biiyiik oldugunu sdyleyebiliriz. Bu ¢alismada izole
edilen dsRNA’larin boyutlarinin yukarida ifade edilen galismalar ile farkli oldugu tesbit
edilmistir. Ancak, Wang vd. (2016)’in Cin’de bugdaydan aldiklar1 F. poae izolatindan elde
ettikleri 9 ve 2,5 kb’lik iki segmentli (L-dsSRNA ve S-dsRNA) dsRNA’larin segment sayisi
ve genom uzunlugu yoniinden P. viticola izolatlarindan izole edilen iki segmentli
dsRNA’lara yakin oldugu goriilmektedir. Bu nedenle F. poae ve P. viticola dan izole edilen
dsRNA’ larin elektroforetik profillerindeki bant sayilari ve genom boyutlarinn birbirine

benzer oldugu belirlenmistir.

P. viticola’da dsRNA’nin varligi ve fungusun iizerinde olusturdugu morfolojik
farkliliklar ile ilgili daha 6nce yapilmis bir ¢aligmaya rastlanmamis oldugu i¢in dsSRNA’nin
P. viticola koloni renklerinde, miselyal gelisim hizinda veya piknit olusumunda nasil bir
degisiklikler meydana getirdigi ile ilgili bir bilgi bulunmamaktadir. Bu nedenle dsRNA
iceren toplam 125 adet P. viticola izolatlarinin 3 dsRNA negatif P. viticola izolatiyla
karsilastirilmast  sonucu elde edilen bulgular P. viticola ile ilgili bir calisma ile
karsilagtirilamamistir. Ancak mikoviriis dsSRNA’nin konukgu fungusun koloni renklerinde
olusturdugu renk degisiklikleri ile ilgili C. parasitica etmenin tizerinde ¢ok sayida ¢alisma
yiritiilmiis (Anagnostakis, 1987; Chung vd., 1994; Erincik vd., 2018 ve Giirer vd., 2001)
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oldugu i¢in C. parasitica ile karsilastirilabilmistir. Kestane kanseri etmeninde hipoviriilent
izolatlarda dsRNA viriisii pigment azalmasina neden olabildigi i¢in enfeksiyon sonrasinda
turuncu C. parasitica miselyal kolonilerinin renkleri beyaz, a¢ik turuncu veya krem rengine
donmekte (Erincik vd., 2018) ve boylece dSRNA igeren izolatlar igermeyen izolatlardan
morfolojik gozlem ile ayirt edilebilmektedir. Fakat bazi ¢alismalarda turuncu miselyal
koloniye sahip hipoviriilent C. parasitica izolatlarmin da varligi bildirilmistir
(Anagnostakis, 1987). Giirer vd. (2001) toplam 24 hipoviriilent C. parasitica izolatin koloni
rengini incelemis ve bunlardan 11’1 beyaz, 4’i krem ve 7’sinin beyazimsi krem oldugunu
bildirmistir. Kisacas1 her ne kadar koloni rengi hipoviriilent izolatlarin belirlenmesinde
onemli bir Kriter olsa da tek basina yeterli bir 6zellik olmadig: Erincik vd. (2018) tarafindan
ifade edilmistir. Bu calismada ise dSRNA igeren ve igermeyen P. viticola izolatlarinin
koloni renklerine gore ayirt edilememesi izolatlar1 morfolojik olarak ayiramamiza neden
olmaktadir. Bu da dsRNA pozitif ve negatif izolatlar1 ayirabilmek i¢in izolatlarda dsSRNA
izolasyon ve analizini zorunlu hale getirmistir. Nitekim Phomopsis spp.’in telemorfik
grubunda yer alan Diaporthe perjuncta etmeninden izole edilen Diaporthe RNA virus 1
(DRV1) D. ambigua ve Phomopsis spp. izolatlarina in vitro kosullarda aktarilmasi ile elde
edilen dsRNA igeren fungal izolatlarda morfolojik olarak herhangi bir renk farkliligin
goriillmemesi (Moleleki vd., 2011) bu calisma ile benzerlik gostermistir. dSRNA’nin var
olup olmamasinin P. viticola izolatlarinin koloni renklerine her hangi bir etkisinin olmadig:
sOylenebilir. Ancak kesin kanilara varmak i¢in bu konu ile ilgili kapsamli olarak ¢aligiimasi

gerekmektedir.

Mikoviriis dsSRNA’nin C. parasitica nin miselyal gelisme hiz1 tizerindeki etkisi ile
ilgili yapilan ¢alismalarin bazilarinda dsSRNA igeren izolatlar ile fungal kiiltiiriin gelisme
hizlar1 arasinda farkli iligkilerin oldugu rapor edilmistir (Erincik vd., 2018; Elliston, 1985;
Moleleki vd., 2011 ve Robin vd., 2010). C. parasitica’da hipoviriilent izolatlarin bazilari
viriilent izolatlar gibi petriyi hizla doldurdugu halde bazilar1 petriyi tam doldurmayan
koloniler meydana getirmistir (Elliston, 1985 ve Giirer vd., 2001). Robin vd. (2010)
hipoviriilent C. parasitica izolatlarimin PDA’da olusturduklari Kkoloni biiyiklikleri
yoniinden aralarinda varyasyonun oldugunu ve bu durumu daha ¢ok CHV1’in alttipleri ile
iligkili oldugunu bildirmiglerdir. Diaporthe RNA virus 1 (DRV1) in vitro kosullarda D.
ambigua ve Phomopsis spp.’ye aktarildiginda, mikoviral dSRNA D. ambigua izolatlarinda
misel gelisimi ve yogunlugunun azalmasina neden olurken Phomopsis spp. izolatlarinda ise

herhangi bir etki gozlenmemistir (Moleleki vd., 2011). Bu g¢alismada da C. parasitica
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CHV1’e (Robin vd., 2010) benzer sekilde P. viticola nin dsSRNA igeren izolatlar: arasinda
farkli miselyal gelisim hizi gozlenmistir. Baz1 dSRNA igeren P. viticola izolatlar1 dSRNA
icermeyen izolatlar gibi petriyi hizla doldurdugu, bazilarininda ise normal gelisme oldugu
gozlenmistir. Sonu¢ olarak dsRNA pozitif izolatlarin birgogu inkiibasyonun farkli
giinlerinde dSRNA negatif izolatlara gore daha yavas miseliyal gelisim gdstermistir. Ancak
P. viticola dSRNA igeren izolatlar: arasinda gozlenen farkli miseliyal koloni gelisme hizi
mikoviriis dsRNA’nin ve konuk¢u fungusun genom vyapisi ve gelisme ortamindan

kaynaklanan bir durum olabilecegi ifade edilebilir.

Mikoviriis dsSRNA’larin funguslarin piknit olusumunda 6nemli miktarda azalmaya
neden oldugu bilinmektedir. Ancak bu durum dis faktorlere, fugusun ve viriisiin genetik
yapisina bagli olarak degisim gosterebilmektedir (Erincik vd., 2018). Nitekim Elliston,
(1985) hipoviriilent C. parasitica izolatlarinin viriilent izolatlarina gore daha az sayida
stroma olusturdugunu belirtmis ve hi¢bir sekilde piknit olusturmayan izolatlarin varligindan
da soz etmistir. dSRNA pozitif P. viticola izolatlar1 arasinda belirli sayilarda farkli piknit
olusumunun belirlenmesi Elliston, (1985) nun ¢aligmasi ile benzerlik gostermistir. Giirer vd.
(2001) kiiltiirde beyaz koloni olusturan 11 ve krem renginde olan 4 hipoviriilent izolatin
higbir sekilde piknit olusturmadigini1 ancak 7 beyaz ve krem renkli izolatin sinirh sayida
biiyiikk piknitler ile 1 krem renkli izolatin ¢ok sayida piknit olusturdugunu bildirmistir.
Erincik vd. (2018) toplam 197 dsRNA pozitif C. parasitica izolatinda 30 giinliik
inkiibasyonlarinin sonunda 32 beyaz izolatta sifir piknit olusurken 73l beyaz ve krem
renkli izolatlarda 1 ile 50 arasinda piknit olustugunu ve turuncu renkte olan izolatlarda ise
200 ve tizeri piknit olusumunu bildirmiglerdir. Phomopsis spp.’in telemorfik grubunda yer
alan Diaporthe perjuncta’dan izole edilen Diaporthe RNA Virus (DaRV)’i fungusun
sporulasyonunu ve pigmentasyonunu farkli miktarlarda azalttigi Moleleki vd. (2003)
tarafindan bildirilmistir. Daha sonra yine D. perjuncta izolatlarindan izole edilen Diaporthe
RNA virus 1 (DRV1) in vitro kosullarinda D. ambigua ve Phomopsis spp. izolatlarina
aktarilmasi ile dSRNA igeren D. ambigua izolatinda piknit ve askospor olusumu dsSRNA
icermeyen izolata gore 6nemli miktarda azalirken dSRNA igeren Phomopsis sp. izolatinin
piknit olusumunda herhangi bir azalma gézlenmemesi (Moleleki vd., 2011) bu ¢alisma ile
benzerlik gostermistir. Shamsi vd. (2019) domateste hastaliga neden olan Alternaria
alternata etmeninden izole edilen Alternaria alternata botybirnavirus 1 (AaBbV1)
mikoviriisiin dSRNA negatif ve pozitif fungal izolatlar arasinda morfolojik olarak herhangi

bir farkliliklar gozlenmedigini ve bu mikoviriis fungus konukcusunda asemptomatik

120



enfeksiyona yola agabilecegini ifade etmislerdir. Bu g¢alismada da, Elliston, (1985) ve
Moleleki vd. (2011) nin galismalarindaki gibi dSRNA pozitif P. viticola izolatlar1 arasinda

belirli sayilarda farkli piknit olusumu saptanmustir.

Hipoviriilent izolatlarda mikoviriisiin sporulasyon sirasinda konidilere dikey tasinimi
hypoviriilensligin dogada yayilmasi agisindan son derece énemlidir (Garc’1a-Pedrajas vd.,
2019). Mikoviriis dikey olarak konidiye tasmmmadigi durumda, sporulasyon sirasinda
konidilere hipoviriilent &zellik gegmez ve bu durumda konidilerden olusan bireyler
mikoviriisten ari olarak viriilent formda gelisirler boyle bir durum kestane kanseri etmeni C.
parasitica’nin hipoviriilent izolatlarinda siklikla karsilasilan bir durumdur (Garc 1a-Pedrajas
vd., 2019). Aydin ilinde kestane alanlarindan elde edilen dsRNA pozitif bir C. parasitica
izolatindan elde edilmis 10 tekspor izolatin hi¢birisinde dSRNA bulunmamustir (Erincik vd.,
2008). Bu galismada ise, se¢ilen 50 dSRNA pozitif P. viticola izolatinda toplam 500 adet tek
spor izolat1 elde edilmis ve bu izolatlardan 101 izolatta dSRNA saptanmustir. Erincik vd.
(2018) vyiiriitmiis oldugu bir TUBITAK projesinde (TOVAG 1140403) toplam 33 dsRNA
pozitif C. parasitica izolatindan dikey taginim testiyle elde etmis oldugu 330 adet dsSRNA
pozitif C. parasitica izolatinda dsRNA’ nin dikey gecis performanst %20-%100 arasinda
degistigini rapor etmistir (Erincik vd., 2016). Bu ¢alismada ise 50 dsRNA pozitif P. viticola
izolatindan dikey tasinim testiyle toplam 500 adet dSRNA igeren izolatlar elde edilmis ve
izolatlar arasinda dsRNA’nin dikey gecis performansinin %0-%100 arasinda degistigi
saptanmustir. Ayrica dSRNA pozitif C. parasitica izolatlarin1 dikey tasinim performansi ile
ilgili ifade edilen bu bulgulara benzer bulgular C. parasitica ile yapilan ¢alismalarda da
rapor edilmistir (Elliston, 1987; Garbelotto vd., 1992; Hillman ve Suzuki, 2004; Lin vd.,
2007). C. parasitica’nin hipoviriilent izolatlarinda dikey taginim oram1 A. B. D.’inde
yiiriitiilen iki calismada %2-18 (Elliston, 1987) ve %71-100 (Lin vd., 2007), italya da
yapilan bir ¢alismada %65 (Garbelotto vd., 1992), arasinda degistigi bildirilmistir. Bazi
funguslarda saptanan mikoviriisler C. parasitica’da oldugu gibi farkli oranlarda (%3-%100)
dsRNA’nin konidilere dikey tasinimi oldugu rapor edilmistir (Ihrmark vd., 2002; Lemus-
Minor vd., 2019 ve Wu vd., 2007). Nitekim lhrmark vd. (2002) iki dsRNA igeren
Heterobasidion annosum fungal izolatin birinde mikoviral dsRNA’ nin dikey tasinim
performanst %3 ve digerinde ise %55 oldugunu ifade etmislerdir. Fusarium oxysporum f.
sp. dianthi de iki hipoviriilent izolattan birinin dikey tasinim performanst %4 bulunurken
digerinin %100 olarak saptanmustir (Lemus-Minor vd., 2019). Bu ¢alismada P. viticola

izolatina ait mikoviral dsRNA’nin %0-%100 arasinda degisen dikey gecis performansinin
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%3-%100 olan Lemus-Minor vd., (2019) in dikey gegis performansina oldukg¢a yakin
oldugu belirlenmistir. Wu vd. (2007) hipoviriilent Botrytis cinerea izolatindan elde edilen
toplam 94 tek spor izolatin 75 ninde dsRNA %79,8 dikey gecis performansi gosterir iken 19
izolatin %20,2 sinin dikey gec¢is yapmadigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada ise, Wu vd.
(2007) nun ¢alismasinin tam tersi olarak elde edilen toplam 500 tek spor izolatin 101 ninde
%20,2 dsRNA dikey gegis performansi gozlemlenirken 399 izolatta %79,8 dikey gegis
gbzlemlenmemistir. Izolatlar arasindaki dikey gegis farkliligi mikoviriis partikiillerinin
konuk¢u fungusun hiicrelerindeki birikme oranlarindaki farkliliktan kaynaklanmis
olabilecegi arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Lin vd., 2007; Suzuki vd., 2002). Bu
calismada elde edilen bulgularda da elektroforezde dsRNA profili en belirgin olan
izolatlarda (841Ku, 1216Na, 889G, 861C, 780Se, 1091B, 1098B, 1061B, 903M, 962M,
961M ve 1027K) dikey gecis performansi daha iyi (%40-100) bulunmus, zayif profil
verenlerin (799Se, 910M, 1080B, 809Ku, 847Ku, 843Ku ve 830Ku) ise dikey tasinim orani
diisik (%0) olarak saptanmistir. dsRNA’nin dikey gecisinin gozlemlenmedigi dSRNA
iceren P. viticola izolatlari, calismanin diger asamalarinda yapilacak viriilenslik testlerinde
hipoviriilent 6zellikte bulunsalar dahi dogada biyolojik ajan olarak kullanilma olanagi
bulunmamaktadir. Ciinkii bu ¢alisma ile gelistirilecek hipoviriilent izolatlarin dogaya spor
stispansiyonu formulasyonu halinde uygulanacagi ongoriilmektedir. Konidiye gecisi zayif
olan veya gegis olmayan bir mikoviral dsRNAnmn spor siispansiyon halinde dogaya
uygulanmas1 sonrasinda uygulanan alanlarda olusacak bireyler hipoviriilent degil viriilent
olacaktir. Boyle bir uygulama hastaligi kontrol etmekten ¢ok siddetinin daha da artmasina
neden olacaktir. Bu da istenmeyen bir durumdur ve ¢alismanin amacina ters diismektedir.
Bu ¢alismada hipoviriilent izolat secimindeki yaklagim Prof. Dr. Omer ERINCIK tarafindan
yuriitilen 1140403 nolu kestane kanseri projesinde de kullanilmistir. Nitekim dikey
tasinimi %100 olan hipoviriilent izolatlar biyolojik ajan olarak segilerek arazi ¢alismalarinda
degerlendirilmis ve son derece basarili kanser iyilesmeleri elde edilmistir (Erincik vd.,
2018). Bu g¢alismanin ana hedefi olan o6liikolun biyolojik miicadelesinde kullanilabilecek
hipoviriilent izolat setinin olusturulmasina katki1 saglamayacagi diisiiniilerek, dSRNA dikey
gecisi olmayan P. viticola izolatlar1 viriilenslik testleri ve yatay tasinim testlerine

alimmamasina karar verilmis ve ¢alismaya bu dogrultuda devam edilmistir.

dsRNA pozitif P. viticola izolatlarinin viriilenslik belirleme ¢alismalarinda yukarida
ifade edildigi gibi dSRNA’nin dikey gegis yapmadigi P. viticola izolatlarinin viriilenslik

testlerine alinmalar1 gereksiz bulunmus ve dikey tasinma test sonucunda belirlenen toplam
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12 adet dsRNA pozitif izolat (841Ku, 1216Na, 889G, 861C, 780Se, 1091B, 1098B, 1061B,
903M, 962M, 961M ve 1027K) asma fidanlari {izerinde viriilenslik testine alinmistir. Béliim
4.7°de anlatilan viriilenslik testleri sonucunda dsRNA pozitif izolatlar arasinda viriilenslik
farkliliklar1 saptanmustir. Bu viriilenslik farkliliklarin dSRNA igeren C. parasitica izolatlar
ile yapilan viriilenslik testlerinde de meydana geldigi rapor edilmistir (Erincik vd., 2018;
Chung vd., 1994; Ringling vd., 1989; ve Zamora vd., 2014). Ringling vd. (1989) test
ettikleri hipoviriilent C. parasitica izolatlarinda 7 ile 45 cm? arasinda kanserlerin olustugunu
rapor etmislerdir. Benzer sekilde Zamora vd. (2014) hipoviriilent izolatlarin kestane dallar
tizerinde farkli biiyiikliikte lezyonlar olusturduklarimi bildirilmislerdir. Erincik vd. (2018)
kesilmis kestane dallarinda yaptiklar: viriilenslik test sonucunda toplam 187 dsRNA pozitif
C. parasitica izolatinin dal iizerinde olusturduklari ortalama lezyon uzunlugunun 12-90 mm
arasinda degistigini ve toplam 86 izolat diisiik viriilenslik, 69 izolat orta viriilenslik, 37
izolat yiiksek virtilensli ve 5 izolatta ¢ok yiiksek viriilenslik oldugunu tesbit etmislerdir.
Boylece dsRNA pozitif izolatlar1 arasinda viriilenslik farkliliklarin oldugunu ve bu
farkliligin fungusun genetik yapisindan veya dsRNA viriisiiniin genetik yapisindan ve her
iki faktoriin interaksiyonundan ortaya cikabilecek 6ngoriilebilen bir durum oldugunu ifade
etmislerdir. Bu ¢alismada da, asma fidanlarmin yaprak ve dallar1 iizerinde yapilan
viriilenslik testinde hastalik siddeti yapraklarda 7,6-36,7 ve dallarda %0,5-6,6 arasinda
degismis olup ve 10 izolatta yaprak ve siirgiinde diisiik hastalik siddeti saptanirken ikKi
izolatta orta ve yiiksek viriilenslik siddeti saptanmistir. dSRNA igeren P. viticola izolatlar
arasinda viriilenslik siddeti yoniinden farkliliklarin oldugu belirlenmistir. dSRNA igeren
izolatlar arasinda ortaya ¢ikan viriilenslik farkliliklarmin ¢esitli nedenleri olabilir. P. viticola
dsRNA igeren izolatlarin viriilenslik farkliliklari ilk kez bu ¢alismada ele alinmistir. Ancak
P. viticola dsRNA igeren izolatlarin hangi viriis familyas1 ve (genus) tiirtine ait oldugu
heniiz bilinmemektedir. Dikey taginim performansina gore segilen 12 dSRNA igeren izolatta
bulunan her bir dSRNA nin farkli viriis tiirlerine ait olabilecegi gibi bir viriisiin farkli alt
tipleri de olabilirler. Nitekim mikoviriisler konusunda ftizerinde en ¢ok calisilmis C.
parasitica’da yaygin olarak saptanmis CHV1, CHV2, CHV3 ve CHV4 olmak iizere dort
farklt mikovirtisiin varligindan s6z edilmekte olup bunlarin i¢inde hipoviriilenslik 6zelligi
en gigcli olan CHV1 olarak kabul edilmekte ve biyolojik miicadelede bu tiir
kullanilmaktadir (Nuss, 2000). Ayrica CHV1’in kendi i¢inde C. parasitica’nin viriilensligini
farkli oranda etkileyen dort farklr alt tipi’nin varhigi da bildirilmistir (Bryner vd., 2012). Bu

calisgmada dSRNA pozitif P. viticola izolatlar1 arasinda goriilen bu viriilenslik ile ilgili
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varyasyonunun viriis tiirii ile iligskisinin olup olmadiginin belirlenmesi i¢in gelecekte saha ve

labratuvar galismalarinin yapilmasi gerekmektedir.

dsRNA pozitif P. viticola izolatlarinda belirlenen 5 vejetatif uyum (vc) grubunda grup
2’nin daha ¢ok yayginlik gostermesi Ege Bolgesinde P. viticola’nin vejetatif uyum grup
cesitliliginin diisiik oldugunu gostermektedir. P. viticola’da vejetatif uyum tizerine bugiine
kadar yapilmig bir c¢alisma olmayip diinya iizerinde fungusun kag¢ vc grubu oldugu da
bilinmemektedir. Bununla birlikte P. viticola’da vejetatif uyumsuzluk sisteminin ka¢ gen
(vic genleri) tarafindan yonetildiginin bilinmemesi bu fungusta maksimum kag¢ vc grubun
olabilecegi konusunda bir hipotezi miimkiin kilamamaktadir. Ornegin C. parasitica da
vejetatif uyumsuzluk her biri iki allelli 6 gen tarafindan yonetildigi bilinmekte ve bunlarin
kombinasyonu 64 farkli vc grubun olusmasina sebep olmaktadir (Choi vd., 2012; Cortesi ve
Milgroom, 1998). P. viticola’nin heterotallik bir fungus olmasi g6z Oniinde
bulunduruldugunda (Udayanga vd., 2012) eseyli iiremesi dogada sinirli olacagindan
vejetatif uyum genlerinin rekombine olma olasilig1 da diisiiktiir. Nitekim Hosseinalizade vd.
(2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Ege Bolgesinin bag alanlarindan izole edilen 150 P.
viticola izolatinin hepsinin MAT1-2-1 oldugu ve Ege Bolgesinde MAT-2’nin yaygin bir tip
oldugu saptanmistir. Ege Bolgesinde MAT-1’in yoksunlugu P. viticola’nin eseysiz
cogalmasma neden olmaktadir. Ayrica vc grup cesitliliginin diisiik olmasi da gelecekte
bunun boyle kalma olasiliginin yiiksek olmasi sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir. Ancak yine
de kesin kanilarin olugmasi igin P. viticola’nin biyolojisinin ilkemizde daha kapsamli

olarak ele alinip ¢alisilmasi gerekmektedir.

Ege Bolgesinde P. viticola’nin vc grup gesitliliginin diisiik olmast dSRNA’nin dogada
yatay tasinimini kolaylastiracak bir ortamin olusmasini saglamaktadir. Nitekim Kestane
Kanseri etmeni C. parasitica’dan ¢ok iyi bilinmektedir ki vc grup sayisit diisiik olan
popiilasyonlarda bireylerin aralarinda anastomosis yapma olasiliginin yiiksek olmasindan
dolay1 hipoviriilenslik dogada kendiliginden daha hizli yayilmakta ve biyolojik miicadele
basarili olmaktadir (Liu ve Milgroom, 1996; Perlerou ve Diamandis, 2006; Sotirovski vd.,
2004). Bu nedenle hipoviriislenslik temelli biyolojik miicadele uygulamalarinda patojenin

vejetatif uyum gruplarinin mutlaka bilinmesi 6nem tagimaktadir.

dsRNA viriislerinin bir bireyden digerine yatay tasinimi biyolojik miicadelenin
basarisinda rol oynayan en onemli faktorlerden birisidir (Cortesi vd., 2001). Ciinkii bitkide
hastaliga neden viriilent bir bireyin hipoviriilente doniiserek hastalik yapamaz hale gelmesi

bu yolla olmaktadir (Nuss, 2005). Dogada yiiriitiilen yapay hipoviriilent irk uygulamalarinin
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amaci budur. Bu asama biyolojik ajanin patojene hipoviriilensligi aktardigi ve ardindan
bitkide iyilesmenin olmasmin beklendigi evredir. Gegmisten bugiine kadar dsRNA
mikovirtislerinin yatay tasinim ile ilgili birgok ¢alisma yapilmistir (Erincik vd., 2018;
Brusini vd., 2017; Papazova-Anakieva vd., 2008; Wu vd., 2007 ve Zhai vd., 2016). Bir
hipoviriilent Botrytis cinerea ve 21 viriilent izolat arasinda yapilan yatay taginim testinde
sadece bir izolatta dsRNA’nin gegisi meydana geldigi ve bu viriilent izolatin hipoviriilent
izolata doniistigic. Wu vd. (2007) tarafindan rapor edilmistir. Zhai vd. (2016)
Botryosphaeria dothidea RNA virus 1 (BdRV1) hipoviriilent izolatin 88 dsSRNA i¢ermeyen
viriilent B. dothidea izolatina dsSRNA’nin yatay tasinma kapasitesini 6lgmiislerdir. Calisma
sonucunda 9 izolata yatay tasinma gergeklestigini ve bu izolatlarin hipoviriilente
doniistiigiinti ifade etmislerdir. Bu ¢aligmada ise, Wu vd. (2007) ve Zhai vd. (2016)’nin
calismalarinin aksine 12 dsRNA igeren P. viticola izolati ile 3 dSRNA negatif P. viticola
izolatlar1 arasinda yapilan yatay tasinim sonucunda 2 izolat (903M ve 1027K) disinda tiim
izolatlarda dsRNA’nin yatay tasinim yaptig1 saptanmistir. Erincik vd. (2018) yatay tasinim
testinde donor izolat ile alic1 izolat ayn1 vc grubunda olduklarinda CHV-1 izolatlariin hepsi
donor izolattan alici izolata yatay olarak basarili bir sekilde tasinabildigini ve izolatlar
arasinda yatay tasinim hizlar1 yoniinden farkliliklarin oldugu bildirmislerdir. Bu ¢alismada
da, benzer sekilde dSRNA’nin yatay tasinimda dondr izolat ile alici izolat ayni vc grubunda
olan 8 izolatin 6’sinda dondr izolattan alici izolata dsRNA’nin yatay tasinim gergeklesmis
ve izolatlar arasinda yatay tasinimin kapasitesi ve hizlari yoniinden farkliliklar bulunmustur.
Ayrica bu ¢alismada dondr izolat ile alici izolat farkli vc grubunda olan 961M ve 962M
dsRNA pozitif ve 884C dsRNA negatif P. viticola izolatlar1 arasinda yatay taginim ile
dsRNA’nin gegis yaptig1 saptanmustir.

Yukarida anlatildig1 gibi yatay tasinimda en 6nemli kosul vejetatif uyum sonucu hif
birlesmesi ve anastomosiz ile dsRNA’nin aktarilmasidir. Calismada test edilen biitiin
izolatlarda degisen oranlarda bir yatay taginim oraninin oldugu goriilmektedir. Bu orandaki
farkliliklar viriisin - kendinden kaynaklandigr gibi fungusun genetik yapisindan da
kaynaklanabilmektedir (Biella vd., 2002; Brusini ve Robin 2013; Glass vd., 2000 ve
Papazova-Anakieva vd., 2008). Ayrica bu calismada yapilan vejetatif uyum tiplerini
belirlenmesi sonucunda 962M ve 961M izolatlarinin her biri ayr1 bir vc grupunda yer
almigtir. Clinkii bu izolatlara vejetatif uyum saglayacak dsSRNA negatif izolat dogal olarak
izolat kolleksiyonunda bulunmamaktadir. Dolayisiyla bu iki izolat igin tek spor

izolatlarindan dsRNA negatif izolatlar elde edilme yoluna gidilmis ve toplam 40 adet tek
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spor izolat1 elde edilerek dsRNA analizi yapilmistir. Fakat analiz sonucunda tek spor
izolatlarin hepsi dSRNA pozitif ¢ikmistir. Bu nedenle bu iki izolatin yatay tasinim testi
yapilmasi igin en ¢ok izolatlarin yer aldigi vc grubundan dsRNA negatif izolat segilmistir.

Mikoviriisler lizerinde yapilan bazi ¢alismalarda dsSRNA’nin farkli vc gruplar arasinda
belirli oranda gegis yaptig1 bilinmektedir (Hamid vd., 2018; Liu ve Milgroom, 1996; Wu
vd., 2017 ve Yaegashi vd., 2013). Liu ve Milgroom, (1996) Cryphonectria hypoviruses
CHV1-EP43 ve CHV2-NB58 ile enfekte olan C. parasitica izolatin farkli vc tipleri arasinda
hypoviriisiin yavas ve diisiik seviyede gegis yaptigini saptamiglardir. Yaegashi vd. (2013)
elma agacin koklerine aralarinda vejetatif uyumsuz olan dsRNA igeren ve dsRNA
icermeyen iki Rosellinia necatrix izolatin1 inokule etmisler ve 2 ila 3 yil sonra, inokule
edilen agaclarda dsRNA igeren R. necatrix izolatlarini izole etmislerdir. Wu vd. (2017)
Sclerotinia sclerotiorum mycoreovirus 4 (SSMYRV4) ile enfetke olan S. sclerotiorum izolati
dsRNA’y1 arasinda vejetatif uyumu olmayan bir viriilent izolatina hifsel anastomozis ile
aktardigim1 ve viriilent izolati hipoviriilente donistiirdigiinii bildirilmistir. Daha sonra
Hamdi vd. (2018) ise, Sclerotinia sclerotiorum deltaflexivirus 2 (SSDFV2) mikoviriisii
vejetatif uyusmazhg: olan iki S. sclerotiorum (hipoviriilent ve viriilent) izolatin arasinda
anastomosiz yoluyla gegis yaptigini rapor etmislerdir. Ayn1 vc gruplar arasinda ¢ogunlukla
yatay tasimim sorunsuz gerceklesmektedir. Bunun disinda birbirine yakin genetik yapiya
sahip vc gruplar arasinda az da olsa yatay gecis olmakta, ancak birbirine uzak gruplar
arasinda yatay gecis gerceklesmemektedir. Bu ¢alismada 962M ve 961M izolatlar1 farkli vc
grupta olmalarina ragmen 884C izolati ile eslestirildiklerinde dsRNA’nin belirli oranda
yatay olarak tasmabildigi goriilmiistir. Zhai vd. (2016) ve Erincik vd. (2018) in
calismalarinda oldugu gibi P. viticola’da da farkli vc gruplar arasinda dsRNA’nin

tasinabilecegi ortaya konulmustur.

Yatay gecis performansi iyi olan izolatlarin biyolojik ajan olarak basarili olmalar
beklenen bir durumdur. Nitekim Deng vd. (2009) Cin’de yaptiklar1 bir ¢aligmada test
ettikleri CHV1 viriisleri arasinda yatay tasinim kapasitelerinin farkliliklar gosterdigini ve
kapasitesi yiiksek olanlarin  biyolojik miicadelede daha etkili sonuglar verdigini
bildirmislerdir. CHV1 viriisiin tizerinde Kuzey Cin’de yapilan baska bir ¢alismada yiiksek
yatay gecis potansiyeline sahip bir hipoviriilent izolatin tiim genom analizi yapilarak diger
hipoviriilent izolatlar ile karsilastirilmis ve gen diziliminin ve protein yapisinin digerlerine
gore oldukga farkli oldugu bildirilmistir (Du vd., 2017). Daha 6nceki ¢alismalar1 gézoniinde

bulunduruldugunda, bu ¢alismada da kullanilan dSRNA izolatlarinin genetik yapisinin yatay
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tasinimi etkilemis olabilecegi diisiiniilebilir. Ancak tiim bunlarin gelecekte yapilacak
calismalar ile agikliga kavusturulmasi gerekecektir. Bu calismada iki farkli vc gruplar
arasinda yapilan yatay test sonuglari bu iki izolattaki (961M ve 962M) dsRNA’nin vc grubu
farkli bir alic1 izolata yatay olarak tasinabildigini gostermistir. Boyle bir 6zellige sahip
izolatlarda, dsRNA’nin dogada fungal bireyler arasinda yayilma ve buna bagli olarak

biyolojik kontrol ajani potansiyellerinin yiiksek olmas1 beklenmektedir.

Yatay test sonucunda dsRNA pozitife doniistiiriilen viriilent P. viticola izolatlarinda
dsRNA viriislerin hipovirulenslik iizerindeki etkisi (2. asama viriilenslik testleri) asma
fidanlarin tizerinde yapilmis ve test sonucunda dsRNA negatif 3 izolat ile bunlarin dSRNA
pozitif P. viticola izolatlar1 kullanilarak yatay tasimim ile dSRNA pozitife donistiiriilmiis
formlar1 arasinda siirgiin ve yaprakta hastalik siddeti yoniinden farkliliklar bulunmustur.
Genel olarak dsRNA’larin konukgusu izolata gegtikten sonra onun viriilensligini degisen
oranlarda azalttig1 goriilmiistiir. Hipoviriilenslige neden dsRNA viriislerinin ilk saptandigi
fungal patojen olan kestane kanseri etmeni Cryphonectria parasitica da dsRNA pozitif
izolatlarda diisiik viriilenslik ¢ok yaygin olarak goriilen bir durumdur. Nitekim bu viriisler
hastaligin biyolojik kontroliinde basarili bir sekilde kullanilmaktadirlar (Erincik vd., 2018).
Ancak her dsRNA viriisii veya izolatinin C. parasitica da hipoviriilenslige neden
olmayacagi da birgok arastirmada bildirilmistir (Milgroom ve Cortesi 2004; Nuss ve Koltin
1990).

Ulkemizde, Giirer vd. (2001) 14 C. parasitica hipoviriilent izolat1 kestane dalinda
kiiciik lezyonlar (2-11 cm?) olustururken 9 hipoviriilent izolat1 viriilent izolatina benzer
biiyiikliikte (12-18,5 cm?) lezyonlar olustugunu bildirmislerdir. Hipoviriilent C. parasitica
izolatlarin virlilensligi ile ilgili yapilan baska bir calismada hipoviriilent izolatlarinin
virtilenslige etkisinin %38-100 arasinda degistigi rapor edilmistir (Akilli vd., 2013). Bu
calismada da, toplam 10 adet dsRNA pozitife dontistiiriilmiis formun 9’unda dsSRNA negatif
forma gore diisiik hastalik siddeti gozlemlenirken 1 izolatta (1215Na/1216Na) hem
stirgiinde hem de yaprakta dsSRNA negatif izolata yakin hastalik siddeti saptanmistir. Test
edilen dontstiirilmiis dSRNA pozitif formlarda viriilensligin yapraklarda %12,21-49,37 ve
stirgiinlerde %4,25-16,33 arasinda azaldigi saptanmustir. Phomopsis spp.’in teleomorfik
grubunda yer alan bazi fungal etmenlerin izolatlar1 arasinda viriilenslik yoniinden
farkliliklarin oldugu gorilmiistiir (Moleleki vd., 2003 ve Moleleki vd., 2011). Moleleki vd.
(2003) Diaporthe perjuncta nin CMW3407 nolu izolatindan izole edilen Diaporthe RNA
Virus (DaRV)’linii in vitro kosullarinda dsRNA igermeyen CMW8597-WT nolu viriilent
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izolatina yatay gegcis ile transfer ederek dsRNA igeren CMW8597-DaRV izolati elde
etmiglerdir. Elde edilen bu 3 izolatin viriilenslik siddetini yesil elma iizerinde patojeniste
testi yaparak belirlemislerdir. Test sonucunda viriilent (CMW8597-WT) ve dsRNA pozitife
doniistiiriilmiis virtilent (CMW8597-DaRV) izolatlar arasinda viriilenslik yoniinden farklilik
olmadig1 belirlenmistir. dSRNA igeren orijinal CMW3407 izolatinda (DaRV) hastalik
siddeti yoniinden Onemli bir azalma oldugu gozlenmistir. Moleleki vd. (2003) nin bu
calismasinda da goriildiigii tizere mikoviral dSRNAnin viriilenslige etkisi fungusun genetik
yapisina gore degismektedir. Bu ¢alismada ise tiim dSRNA izolatlar viriilenslikte azalmaya
neden olmustur. Izolatlar arasinda viriilenslik azalmalarinda meydana gelen bu farkliliklar
yatay tasinimda dsRNA transfer edilirken farkli sitoplazmik organellerin ve niikleer genetik
bilgilerin de transfer olabildigi yatay gecis testlerinde kullanilmak iizere secgilen alict
virtilent izolat ile verici hipoviriilent fungal izolatin ve mikoviral dsRNAnin genom
yapilarindan kaynaklanan bir durum olabilecegi ifade edilmistir (Moleleki vd., 2003). Bu
calismada ise, kullanilan 3 viriilent ve 10 dsSRNA pozitife doniistiiriilmiis izolatlar arasinda
saptanan virtilenslik farkliliklarinin Moleleki vd. (2003)’nin ifade etigi gibi fungusun ve
mikoviral dsRNAnin genom yapilarindan kaynaklanan bir durum oldugu sdylenebilir.
Diaporthe tizerinde yapilan baska bir ¢alismada ise, Moleleki vd. (2011) D. perjuncta
izolatindan elde ettikleri Diaporthe RNA viris 1 (DRV1) mikoviriisiinii yine in vitro
kosullarinda D. ambigua, Phomopsis sp. ve D. perjuncta izolatlarina yatay tasinim ile
transfer etmisler ve elma dalinda viriilenslik testini yaparak izolatlarin viriilensligini
belirlemislerdir. D. perjuncta izolatlar1 elma dallarinda yiizeysel lezyonlar olusturarak
hastaligin viriilensliginde azalma oldugu gozlemlenmistir. D. ambigua izolatlar1 ise, dal
tizerinde kiigik lezyonlar olusturarak %51 ile %59 oraninda viriilenslikte azalma
gozlemlenirken Phomopsis sp. izolatinda daha kii¢iik lezyonlar olusturarak %32 oraninda
virilenslikte azalma oldugu saptanmig ve izolatlar arasinda viriilenslik yoniinden
farkliliklarin oldugunu tesbit edilmistir (Moleleki vd., 2011). Bu ¢alismanin sonuglarina
gore ise; 884C dsRNA negatif P. viticola izolatin, dSRNA pozitif 962M, 961M, 780Se,
889G ve 861C izolatlar ile yatay tasinim ile doniistiiriilmiis dSRNA pozitif formlar1 asma
fidanlarinin hem yapraklarinda (%26,32-49,37) hem siirgiinlerinde (%14,11-16,33) diisiik
viriilenslik gostermislerdir. Dolayisiyla bu izolatlarda (962M, 961M, 780Se, 889G ve 861C)
bulunan dsRNA nin hipoviriilent 6zellikte olma ihtimallerinin oldugu ve biyolojik miicadele
icin Umitvar izolatlar olarak kabul edilebilecegi diisiiniilmektedir. Calismada kullanilan
diger bir dSRNA pozitif izolat olan 1216Na diger dsSRNA pozitif izolatlardan farkli olarak
diisiik virtilenslik gostermemistir. Elde edilen bulgulara goére bu izolat (1216Na)
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hipoviriilent etkisinin diisiik oldugu ve biyolojik miicadelede kullanmak igin uygun bir

izolat olmadig1 yoniinde degerlendirilmistir.

5.3. Phomopsis viticola’dan 1izole Edilen dsRNA’larin Genom Dizilenmesi ve
Biyoinformatik Analizleri

Yapilan tiim biyolojik testlerin sonucunda en iyi performansi gostermis oldugundan
dolay1 biyolojik miicadele ajani olarak kullanilma potansiyeli olan toplam 6 dsRNA pozitif
P. viticola izolati YND calismalari igin se¢ilmistir. Genelikle yeni mikoviral dsRNAlarin
tiim genom dizi analizinde baslangig materyali olarak fungal izolatlardan elde edilen dSRNA
(Hrabakova vd. 2017; Zhang vd., 2015), total RNA, kiigiik RNA (Kocanova vd., 2020)’lar
kullanilabilmektedir. Bu ¢aligmada ise tiim genom dizi analizi i¢in baslangic materyali
olarak dsRNA izole edilmistir. Bu dsRNA diger calismalarda (Hrabakova vd. 2017;
Peyambari vd.,2014 ve Zhang vd., 2015) oldugu gibi P. viticola izolatlarindan dsRNA
izolasyonunda Morris ve Dodds (1979) ve Valverde vd. (1990) yontemleri modifiye
edilerek uygulanmustir. Zhang vd., (2015) ve Peyambari vd., (2014)’nin ¢aligmalarinda da
oldugu gibi mikoviriisin RNA’sindan cDNA Kkiitiiphanesi rastgele hexadeoxynucleotide
primerleri kullanarak dizilenip ve cDNA iiriinlerinin hepsi vektorde klonlanarak genom dizi
analizleri yapilabilmektedir. Iran’da seker kamisinda hastaliga neden olan Cytospora
sacchari etmeninnin 125 nolu izolatinda CF11 seliiloz kromatografisi kullanarak yaklasik
1.85, 1.65 ve 1.27 kb lik 3 segmentli mikoviral dsSRNA Peyambari vd. (2014) tarafindan
izole edilmistir. Bu ¢alismada da dsSRNA analizleri CF11 seliiloz kromatografisi kullanarak
izole edilmis, ancak her iki 6rnekte Peyambari vd. (2014) saptanmis olduklar1 3 segmentli
dsRNA bandlarindan daha biyik (~2,5 ve 9,4 kb) iki segmentli dsRNA bandlar
saptanmustir. Peyambari vd. (2014) rastgele hexamer primerler ile klonlama yaparak cDNA
kiitiiphanesi olusturmuslar ve sekans analizleri yapmislardir. Sekans sonuglari Geneious
software version 6.1.2 programimi kullanarak analiz edilip, genom dizilerinden spesifik
primerler tasarlayarak sekans yapmislar ve sonuglari NCBI veri tabaninda BLASTN,
BLASTx ve BLASTp yaparak kayitli olan diger mikovirisler ile karsilastirmis ve RARp
proteinleri Partitiviridae familyasina %67-76 oraninda 6zdeslik gosterdigini ve tek bir ORF
oldugunu saptamislardir. Ardindan bu yeni mikoviriisii gegici olarak Cytospora sacchari

partitivirus (CsPV) olarak isimlendirip kismi niikleotid dizisini GeneBank’ta erisim no
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KF697164 alarak kayit etmislerdir. Bu ¢aligmada da P. viticola izolatlarindan elde edilen
dsRNA’nin tim genom dizi analizi YND tekniginin Illlumina platformu kullanarak
yapilmistir. Sekans sonucunda 961M de 3, 962M’dsRNA larinda 5 ORF saptanmis ve NCBI
da BLAST sonucunda RdRp proteinleri ¢ok diisiik oranda (%20) Cytospora sacchari
partitivirus (CsPV) ile 6zdes oldugu tesbit edilmis oldugu i¢in Peyambari vd. (2014)’nin
calismasinda saptanan mikoviriisle ayn1 familyanin liyesi olamayacagi belirlenmistir. Ayrica
calismada elde edilen ham DNA dizi verileri ilk 5nce NCBI SRA da PRINA723482 (962M)
ve PRINA722503 (961M), ardindan biyoinformatik analizlerin verileri Banklt MZ050804
ve MZ074321 (961M), MZ050805, MZ050806 ve MZ050807 (962M) Accession Number’1

ile kay1t altina alinmistur.

Cinde bugday tarlalarinda Fusarium spp. ile enfekte olan bugday 6rneklerinden izole
edilen SX63 nolu fungal izolatin Fusarium poae etmeni oldugu Wang vd. (2016) tarafindan
PCR analizleriyle tesbit edilmistir. Daha sonra bu izolattan Valverde vd. (1996)’nin
yontemini kullanarak 9 ve 2,5 kb’lik iki farkli dSRNA segmentini (L-dsSRNA ve S-dsRNA)
izole etmisler ve DNase | ile S1 niikleaza enzimlerini kullanarak bu iki dsSRNAnin ger¢ek
bir dSRNA bandi oldugunu dogrulamislardir. Bu ¢alismada da izole edilen Phomopsis spp.
izolatlar1 spesifik primerler kullanarak P. viticola olduklar1 saptamis ve Morris ve Dodds
(1979) ile Valverde vd. (1990) tarafindan gelistirilen yontemler modifiye edilerek iki
segmentli yaklasik 2,5 ve 9,4 kb lik dsRNA izole edilmis ve bu dsRNA’nin Wang vd.
(2016)’nin izole ettikleri dSRNA ile biyiikliik olarak birbirine yakin oldugu saptanmuistir.
Wang vd. (2016) L-dsRNA bandim1 agaroz jelden keserek saflastirilmiglar ve cDNA
kiitiiphanesini rastgele primerler ile klonlayarak Sanger DNA dizi analizi yapmuslardir.
Ardindan sekans sonuglarint Computer-assisted sequence assembly programini kullanarak
analiz etmislerdir. Sekans analiz sonucunda L-dsRNA’nin, birbirinin istiine gelen iki
dsRNA segmentinin yani ikili bir bileseni oldugunu tesbit edilmis ve L-dsSRNA, L-1 ve L-2
ismini vermislerdir. L-1 ve L-2 dsSRNA’nin tam sekans uzunlugu sirasiyla 9,5 ve 9,4 kb
oldugu belirlenmistir. Daha sonra mikoviriis dSRNA L-1 ve L-2 gecici olarak sirasiyla
Fusarium poae dsRNA virus 2 (FpV2) ve Fusarium poae dsRNA virus 3 (FpV3) adinm
vermislerdir. Bu c¢alismada ise, dSRNA izolasyonu sonrast enzim uygulanmayan
orneklerden TruSeq Stranded Total RNA with Ribo-Zero H/M/R kitini kullanarak cDNA
kiitiphanesi hazirlanmistir.  Ardindan YND tekniklerini kullanarak sekans analizleri
yapilmis ve de nova assembly analizi ile viriis genomunun disindaki sekansi yapilan diger

genomlardan temizlenmistir. Boylece dSRNA izolasyonu sonrasi enzim uygulanmayan
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orneklerle yapilan dizilemenin de nova assembly analizi ile telafisi yapilmistir. DNA
dizileme sonucunda 961M’den 2 konting (dSRNA-S 2,5 dsRNA-L 9 kb) olusurken, 962M’
den 3 kontig (dsSRNA-S1 2,5 dsRNA-S2 2,5 dsRNA-L 9 kb ) olusmus ve dsRNA-S
kontigleri baz uzunlugu ayni oldugundan dolay1 bunlar Wang vd. (2016)’nin ifade etigi gibi
birbirinin tstiine gelen iki dSRNA segment olabilir. DNA dizi okuma sirasinda cihazda
olusan bazi faktorler nedeniyle de kontigler birlesmemis ve iki ayri kontig olusmus da
olabilir.

Son yillarda birgok arastirici yeni viriis ve mikoviriis dsRNAlarin tanimlanmasinda
Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing) tekniklerini kullanmislardir (Hrabakova
vd., 2017; Liu vd., 2019; Shamsi vd., 2019 ve Kocanova vd., 2020). Bu ¢alismada da 961M
ve 962M P. viticola izolatlarindan izole edilen iki segmentli (~2,5-9,4 kb) dSRNA larin tim
genom dizi analizleri YND dizileme teknikleri kullanarak yapilmis ve Illumina
platformunda c¢ift-u¢ kiitiiphanesinden elde edilen 25.221.504 ve 34.337.890 okuma
degerleri, Hrabakova vd. (2017) nin P. longicolla etmeninden izole edilen 2,8 kb
boyutlarindaki dsSRNA nin tim genom dizi analizinde YND de Illumina platformunu
kullanarak 30’un tizerinde kalite skoru ile yiiksek kalite okuma olarak kabul ettigi 23 ila 24
milyon okuma degerlerinin tizerindedir. Hrabakova vd. (2017) nin saptamis olduklar1 yeni
Phomopsis longicolla RNA virus 1 (PIRV1) mikoviriisiiniin lineer genomu 2822 (nt)
uzunlugunda ve G+C igerigi %54 iken bu ¢alismada 961M izolatindan 12141 (nt) lineer
genom uzunlugu ile G+C igerigi %49,38 ve 962M nin ise, 14452 (nt) uzunluguyla G+C
igerigi %48,87 olarak bulunmustur. Bu ¢alismada elde edilen G+C % oranlarinin Hrabakova
vd. (2017)’nin degerlerine yakin olup yiiksek kaliteli okumalar elde edilmistir. Trichoderma
harzianum izolatindan sirasiyla 2,0 ve 1,5 kb’lik iki segmentli dsSRNA Liu vd. (2019)
tarafindan tesbit edilmistir. Ardindan DNA sekans analizlerini Illumina HiSeq2500
platformunu kullanarak mikoviriisiin tiim genomunu dizilenmis ve sekans sonucunda
dsRNA o6rneginden dsSRNAL ve dsRNA 2 olarak isimlendirilen bu kontigler uzunluk olarak
961M ve 962M den daha kisa olmustur.

Bu ¢alismada 961M ve 962M nolu P. viticola izolatlarindan dsRNAlar Morris ve
Dodds, (1979) ve Valverde vd. (1990) yontemlerini kullanarak izole edilmis ve cDNA
kiitiiphanesi ve DNA dizi analizleri Wang vd. (2019 ve 2020)’in Cin’de susam bitkisinde
komiir ¢lirikligi hastaligina neden olan Macrophomina phaseolina’dan izole edilen total
RNAIlar TruSeq Stranded Total RNA with Ribo-Zero H/M/R kiti kullanarak cDNA Kkiti ile

elde edilen cDNA ve yapilan YND teknikler ile ayn1 yontemlerle yapilmis ve de nova
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assembly yaparak Wang vd. (2019 ve 2020) gibi diziler filtrelenerek birlestirilmis ve viriis
genomuna benzer genomlar disinda baska diziler ¢ikartirilmis, iki 6rnekten yaklasik 2,5 ve 9
kb’lik toplam 961M igin 2, 962M ig¢in 3 konting elde edilmistir. Wang vd. (2019) ise bir
totalRNA o6rneginde fusagravirusler benzer mikoviriisler tarafindan kodlanan proteinlerle
iligkili iki varsayilan proteini kodlayan 9161 nt (9,1 kb) iceren uzun bir kontig tesbit
etmiglerdir. Wang vd. (2020), ayn1 ¢alismanin devami olarak sekans sonucunda elde edilen
ham okumalar1 farkli bir de nova assembly programi olan CLC Genomics Workbench’te
(stirim: 6.0.4) bitisik algoritmasini filtreliyerek temizlenmisler ve 12 totalRNA 6rneginden
sekans analizleri sonucunda toplam 40 kontig belirlemislerdir. Shamsi vd. (2019) P. viticola
icin kullanilan benzer dsRNA izolasyonu yontemini ve cDNA elde edilmesinde kullanilan
ayn1 lllumina kiti kullanarak domateste hastaliga neden olan Alternaria alternata izolatinin
YND sekans analizlerinin Ilumina platformunda (HiSeq 2500, 100 bp single-end reads)
Makrogen firmasi ile tiim genom DNA dizilenmesini yapmislardir. Sekans sonucunda 961M
ve 962M orneklerinden sirasiyla elde edilen 25.221.504 ve 34.337.890 okuma, Shamsi vd.
(2019)’nin elde ettikleri toplam okumaya 30.684.321 yakin degerde olmustur. Daha sonra
Shamsi vd. (2019) calismalarinda de nova assembly yaparak dizilerden toplam 7836 kontig
(~1000-17.010 nt uzunlugunda) elde etmiser ve diger kontigler ¢ikarildiktan sonra viriis
genomun dizisini benzer iki konting (konting-21 ve 114) elde etmislerdir. Bu kontinglerde
toplam 237,090 ve 146,884 okuma ile 5938 ve 5551 bp’lik uzunlukgunda oldugu saptanmis
ve bunlara dsRNA1 ve dsRNA 2 olarak adlandirmislardir. Bu calismada da, de nova
assembly analizlerin sonucunda 961M’de 36 ve 962M’de 87 konting elde edilmis ve Shamsi
vd. (2019)’nin yaptiklar1 gibi bu kontingler arasinda viriisii genomuna benzer 961M den
toplam 206,74 okuma ile 12,141 baz uzunlugunda (nt) 2 konting ve 962M den toplam
606,833 okumayla 14,452 baz uzunlugunda (nt) 3 konting tesbit edilmis ve 961M
kontiglerine dsRNA-L ve dsRNA-S ve 962M kontiglerine de dsRNA-L, dsRNA-S1 ve
dsRNA-S2 isimleri verilmistir.

Genelikle mikoviriis dsSRNAlarda proteinleri kodlayan bolgelerin tesbit edilmesi igin
NCBI da kullanilan ORF Finder programi bu g¢alismada da kullanilmis ve hypothetical
protein ile RARp proteinlerini kodlayan pozitif yonlii 2 (961M) ve negatif yonli 5 (962M)
ORF bolgelerin tesbit edilmistir. Ayni sekilde Liu vd. (2019), Trichoderma harzianum dan,
Wang vd. (2019) M. phaseolina dan izole edilen dsRNA nin genom dizisinde RdRp
(dsRNA1) ile hypothetical proteinlerini (dASRNA2) kodlayan pozitif sarmali iki ORF (ORF1
ve ORF2) saptamislardir. Wang vd. (2020) M. phaseolina dan izole edilen dsSRNA nin
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genom dizisinde 40 kontig arasindan segilen 22, 116, 23 ve 110 kontiglerinden RdRp ve
hypothetical proteinleri kodlayan iki ORF bélgesinin oldugunu bildirmislerdir. Shamsi vd.
(2019) Alternaria alternata dan izole edilen dSRNA nin genom dizisinde toplam 2 pozitif
yonemli ORF saptamislardir. Wang vd. (2016) Fusarium poae dan izole edilen iki
mikoviriisin DNAMAN Yazilimi (Lynnon Biosoft, San Ramon, CA, USA) programini ile
yapilan genom dizi analizlerini NCBI da ORF Finder programini kullanarak hem Fusarium
poae dsRNA virus 2 (FpV2) hem de Fusarium poae dsRNA virus 3 (FpV3)’de hypothetical
ve RdRp proteinlerini kodlayan iki biiyiik, agik okuma cergevesi (ORF1 ve 2) igerdigini

tesbit etmislerdir.

Bu calismada 962M ve 961M tiim genomlarinin ~9 kb’lik biiyiik bir kisminin protein
dizileri NCBI veri tabaninda BLASTp analizleri sonucunda Fusarium poae dsRNA virus 2,
Macrophomina phaseolina fusagravirus 1, 2, 3, 4 ve 5 mikovirtsleri ile en yakin benzerlik
oranlar1 gostermis oldugundan dolay:1 her iki kontigin de mikoviriis olabilecegini ifade
edilebilir. 962M ve 961M genomlar1 ile yakin benzerlik saptanan mikoviriis dsSRNAlarla

iligkiler asagida tartisilmistir;

Wang vd. (2016) Fusarium poae dan elde edilen iki mikoviriisiin hypothetical ve
RdRp protein dizilerini NCBI da BLAST yaparak her iki dSRNA smiflandirilmamis sekiz
dsRNA virtistiniin hypothetical protein (P1) diisiik bir dizi benzerligi yiizdesine (%22-%49)
sahip oldugunu saptamiglardir. Ayrica FpV2’nin Pl dizisi dsRNA viriisii, Papaya meleira
virusu (PmeV) ile dizi benzerlikleri oldugunu da ifade etmislerdir. RARp proteinleri ise,
ayni dokuz siniflandirilmamuis viriis ile disiik bir dizi benzerligi (%28-%44) gostermislerdir.
Daha sonra ORF 2’de kodlanan RdRp proteinin amino asit dizilerinin ¢oklu hizalanmasinda
sectikleri 10 mikoviriisiin RdRp diziler ile DNAMAN yazilimi programi kullanilarak
gerceklestirmiglerdir. Boylece ORF2 de dsRNA viriislerinde RdRp’in sekiz korunmus
motife (I-VIIl) sahip olan korunmus bir RdRp alani igerdigini saptamiglardir. Bu
benzerliklerden dolayr FpV2 ve FpV3’iin bir dsSRNA viriisii oldugunu ifade etmislerdir.
Filogenetik agaci FpV2, FpV3 ve 33 se¢ilmis RNA viriislerinin (Totiviridae ailesinin 14
tiyesi, Chrysoviridae ailesinin dort tiyesi, Phlegivirus cinsinin iki {iyesi, tanimlanmayan
dsRNA viriisleri ve Megabirnaviridae ve Partitiviridae ailelerinden ilave {i¢ dSRNA viriisii)
hizalamiglar ve RdRp proteinin amino asit dizilerini kullanarak MEGA 6 programinin
Neighbour Joining 1000 replicate bootstrap metodunu kullanarak filogenetik agac
olusturulmus ve her iki mikoviriisiin siniflandiriimamis dsSRNA viriisleri ile kiimelenmis

oldugunu ifade etmislerdir. Ayrica FpV2 tarafindan kodlanan RdRp proteinlerini sirasiyla
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Macrophomina phaseolina double-stranded RNA virus 2 (%36) ve Phlebiopsis gigantea
mycovirus dsRNA 2 (%36) ile en yiiksek sekans 6zdesligini olusturdugunu belirlemislerdir.
FpV3 tarafindan kodlanan RdRp nin ise Fusarium graminearum dsRNA mycovirus 3 (%44),
Sclerotinia sclerotiorum nonsegmented virus L (44%) ve Grapevine associated totivirus-2
(44%) en yiiksek sekans 6zdesligi gosterdigini Saptamislardir. Sonug olarak bu iki dsSRNA
nin yeni bir mikoviriis ailesini temsil ettigini ve atanmamis bir dsSRNA virlis grubuna ait
oldugunu ifade etmislerdir. Bu ¢alismada ise, elde edilen genom dizileri de nova assembly
yapilarak analiz yapilmis ve her iki 6rnegin de RdRp proteinlerinin amino asit dizileri ve
benzerlik oranlari ile yakin olan 8 mikoviriisiin RdRp amino asit dizileri ile ¢oklu hizalama
ClustalW kullanilarak toplam 8 motif tesbit edilmistir. Bu motiflerde bulunan korunmus
amino asit dizilerin Wang vd. (2019) nin tesbit etmis olduklart motiflere benzer oldugu
saptanmigtir. Daha sonra NCBI da protein dizilerinin BLAST yapilmasi sonucu en yiiksek
0zdeslik oraninin %44 ve 41 ile Fusarium poae dsRNA virus 2 ile oldugu tesbit edilmistir.
Calismada filogenetik agac her iki dSRNA 6rneginin protein dizileri MEGA7 programinin
Neighbour Joining 1000 replicate bootstrap metodu ile ¢ikartilmis ve her iki 6rnekte sadece
FpV2 ile uzak kiimelenme olusturmustur. Dolayisiyla 962M ve 961M dsRNA
tamimlanmamus yeni bir familyanin yeni bir {iyesi olabilir. Ancak bu ¢alisamada elde edilen
dsRNA orneklerinin protein dizileri ile % 44 ve 41 lik 6zdeslik gosteren ve filogenetik
analizlerde ayni yerde kiimelenmis olan Fusarium poae virus 2 ile ayni1 familya igerisinde
olabilecegi bundan sonra yapilacak ¢alismalar ile dogrulanmasini gerektirmektedir. Bundan
sonra bu iki yeni mikoviral dsRNAlarin sekans dizilerinin farkli bolgelerineden spesifik
primerler tasarlanarak RT-PCR ile cDNA kiitiiphanesi ve DNA dizi sekans analizlerinin
yapilmasi gerekmektedir. Ayni sekilde Wang vd. (2016) ¢alismalarinda izole etikleri iki
yeni mikoviriisin genomundan spesifik primerler tasarliyarak sekans analizlerini
yapmuslardir. Sekans sonucunda elde edilen dizilerin Phytoreo_S7 Domain bélgelerinin ve
Programmed —1 ribosomal frameshifting mekanizmalarin1 kullanarak her iki mikoviriisiin
molekiiler o6zelliklerini Kkarakterize etmisler ve genom organizasyonunun kapsamli bir
karsilagtirillma ile gii¢lii bir filogenetik analizlerini yaparak Fusagraviridae olarak
adlandirilan yeni bir mikoviriis familyasini onermislerdir (International Committee on
Taxonomy of Viruses [ICTV 10th], 2021). Ardindan FpV2 ve FpV3 mikoviriisiiniin
Fusagraviridae aile iiyesinde oldugu belirlenerek sirasiyla KU728180 ve KU728181 erisim
numaralar1 ile GenBank veri tabaninda kayit altina almiglardir. Bu ¢alismada ise, BLAST
sonuglarinda en ¢ok benzerlik oran1 FpV2 ile %41 (RdRp) ve %44 (hypothetical) olarak

saptanmustir. Bu 6zdeslik oranlarindan dolay1 bu ¢alismada elde edilen bu iki yeni mikoviral
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dsRNAlar Fusagraviridae familyasinin yeni bir iiyesine de ait olabilecegi gibi yukarida
ifade edildigi gibi tanimlanmamus bir familyaya da ait olabilecegi diistiniilmektedir. Ancak
bu durum gelecekte yapilacak olan ¢alismalar ile netlik kazanabilecektir.

Ayrica Wang vd. (2016) Fusagraviridae familyasinda yer alan mikoviriis FpV2 nin
9,5 kb ve FpV3 nin ise 9,4 kb gibi biiyiilk genomlara sahip olduklarint belirlemis ve
Fusagraviridae iyelerinin genomlarinin kb uzunluklarinin biiyiik oldugunu ifade
etmislerdir. Bu ¢alismada da 961M ve 962M dsRNA o6rneklerinin tiim genom uzunluklari
sirastyla toplam 12,141 ve 14,452 kb uzunlugunda iki biiyiik segmentli dsSRNAlar saptanmis
ve bu dsRNA larm birinci segmentlerinin yaklasik 9 kb uzunlugundaki kontiklerin Wang
vd. (2016) nin g¢alismasindaki Fusagraviridae familyas1 tiyesi FpV2 ve FpV3
mikovirtislerinin uzunluguna yakin olduklart belirlenmistir. Ancak 961M ve 962M in diger
ikinci segmentlerinin 2,5 kb lik kontingleri ise, Khalifa vd. (2013) ve Gilbert vd. (2019)
calismalarinda sirasiyla saptanmuis olan 2,7 kb’lik Sclerotinia sclerotiorum mitovirus 4’e ve
2,2 kb’lik Colletotrichum falcatum mitovirus 1 uzunluk olarak yakinken Marzona vd.
(2016)’nin saptadiklart 1,3 kb’lik Sclerotinia sclerotiorum mitovirus 13’den biiyiik oldugu
tesbit edilmistir. Dolayisiyla her iki 6rnegin 2,5 kb lik kontinglerinin mitoviriis olabilecegi
de s6z konusu olabilir. Bu durumun netlik kazanmasi1 ancak gelecekte yapilacak olan

calismalar ile saptanabilecektir.

Wang vd. (2019) Macrophomina phaseolina etmeninden izole etmis olduklar1 ve
Macrophomina phaseolina fusagravirus 1 (MpFV1) olarak isimlendirdikleri mikoviriise ait
sekans dizilerinin NCBI da BLASTp sonucunda hypothetical ve RdRp proteinleri sirasiyla
%58 ve %61 oraninda Macrophomina phaseolina RNA viriisii 2’yle 6zdesligi ve onbir diger
smiflandirilmamig dSRNA  virlisin  RdRps’si ile %31-%38 oraninda nisbeten diisiik
Ozdesligini bildirmislerdir. Bu g¢aligmadaki 962M ve 961M’un hypothetical ve RdRp
proteinlerin dizileri Fusarium poae dsRNA virus 2 ile BLASTp’de en yiiksek 6zdesik %44-
41 orani olurken Wang vd. (2019) elde etikleri Macrophomina phaseolina fusagravirus 1 ile
%34-33 oraninda diisiik 6zdeslik belirlenmistir. Ayrica Wang vd. (2019) MpFV1’in diger
mikovirisler ile aralarindaki iliskilerini incelemek i¢in MEGA 7 programinda maximum-
likelihood (ML) 1,000 bootstrap metodunu kullanarak MpFV1 ve segtikleri 20 mikoviriis ile
filogenetik agag ¢ikartiralak MpFV1’in MpRV2 ve diger siniflandirilmamis 15 dsRNA
mikovirtisleri ile kiimelendigini tesbit etmislerdir. Boylece bu yeni mikoviriisiini yeni
tanilanan Fusagraviridae familyanin yeni bir iiyesi oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada

da filogenetik agacin ¢ikarttirilmas igin ayn1 program, MEGA 7 maximum-likelihood (ML)

135



1,000 bootstrap metodunu kullanilmistir. Her iki 6rnegin proteinleri igin iki ayr1 filogenetik
agact ¢ikartirilmig ve Orneklerin ikisi kendi aralarinda kiimelenirken Fusagraviridae
familyasinin {iyeleriyle de uzak kiimelenme meydana getirmislerdir. Yine aym
arastirmacilar 2020 yillinda M. phaseolina izolatlarindan izole edilen mikoviriislerinin
genom sekans analizleri sonucunda elde ettikleri kontinglerin protein dizilerini NCBI da
BLAST analizlerinde diger mikoviriislerle %26 ila %99 arasinda degisen ozdeslik
oranlarinda oldugunu saptamislardir (Wang vd., 2020). Ozdeslik oranma gore viriislerin
cogunlugunun (%47) pozitif sSSRNA genomuna sahipken, %43’iiniin dSRNA genomlarina
sahip oldugu ve Totiviridae, Chrysoviridae, Partitiviridae ve Fusagraviridae familyalari
tiyeleri oldugunu tahmin etmislerdir. Elde ettikleri 22, 116, 23 ve 110 kontiglerin protein
dizilerini BLASTp yaparak %62-96 (RdRp) ve %57-92 (hypothetical) arasinda degisen
0zdeslik oranmiyla M. phaseolina dsRNA virus 2 ile benzer oldugu saptamiglar ve bu
kontinglerin Fusagraviridae familyasinin yeni iyeleri oldugunu bildirmislerdir. Bu 4
kontigi gecici olarak M. phaseolina fusagravirus 2 (MpFV2), M. phaseolina fusagravirus 3
(MpFV3), M. phaseolina fusagravirus 4 (MpFV4) M. phaseolina fusagravirus 5 (MpFV5)
olarak isimlendirmislerdir (Wang vd., 2020). Bu calismadaki 961M ile 962M protein
dizileri, NCBI BLASTp’da Fusarium poae dsRNA virus 2’ile hypothetical protein %44 ve
RdRp protein %41 oraninda yiiksek 6zdeslik orani saptanmigtir. Ancak 961M ve 962M
protein dizileri ise Wang vd. (2020)’nin M. phaseolina fusagravirus 2, 3, 4, 5 ile (RdRp
protein %33-35 ve hypothetical protein %30-33) ¢ok diisiikk oranlarda 6zdeslik tesbit
edilmistir. Wang vd., (2020) tarafindan saptanan bu 4 mikoviriisiin RdRp proteinlerinin
amino dizilerinin filogenetik analzine gére Fusagraviridae ailesine ait yeni viriis tiirleri
oldugunu CLUSTALX programi (Siiriim 2.1) kullanarak ¢oklu hizalamasi ve MEGA7
programi ile belirlemislerdir. Bu ¢alismada ise 961M ve 962M nin BLASTp sonuglarina
gore Fusagraviridae familyasina benzeligi yiiksek olan RdRp protein igin 15 ve
hypothetical protein i¢in 8 mikoviriisler secilerek MEGA7 programi ile filogenetik analiz
yapilmistir. Nitekim Peyambari vd. (2014), Wang vd. (2016), Liu vd. (2019), Wang vd.
(2019), Shamsi vd. (2019) ve Wang vd. (2020)’nin ¢alismalarda goriildiigii gibi genelde
mikoviral dsRNAlarin familya diizeyinde tanimlanmas1 DNA dizi analizlerinden elde edilen

protein dizilerinin NCBI veri tabaninda BLAST analizlerinin yapilmasiyla belirlenmektedir.

ICTV verilerine gore mikoviral dsRNA’larin familya ve tiir diizeyinde
tanimlanabilmesi i¢in, dSRNA’nin izole edildigi konuk¢u fungusu, dsSRNA segment sayisi-

boyutlar1 ve 5-UTR uzunluklar1 dikkate alinmakta ve BLAST sonuglarina gore
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dsRNA’larin amino asit dizi 6zdesligi (Percen identity) oranmnin %50 den fazla olan
fonksiyonlar1 degerlendirilmektedir. P viticola’dan ilk kez bu galisma ile izole edilen
dsRNA’larin, segment say1 ve boyutlar1 yoniiyle Wang vd. (2016)’in belirledigi dsRNA’lara
yakin oldugu belirlenmesine ragmen, 961M ile 962M 6rneklerinin amino asit dizilerinden
yapilan BLAST analizi sonuglarinda RARP ve hypothetical proteinlerin en yiiksek 6zdeslik
oranlarinin %41 ve 44 olmasi nedeniyle bu iki dSRNA &rneginin tanimlanmayan yeni bir

mikoviriis familyasi tiyeleri olabilecegi ifade edilebilir.

Wang vd. (2020) M. phaseolina izolatlarindan saptanmis olduklari mikoviriislerin
konuke¢u fungusda nasil bir etkisi oldugunu belirlenmek igin toplam 12 viriis igeren M.
phaseolina izolatlarinin 4 viriis igermeyen izolatlari ile susam fidelerin tizerinde patojenite
testlerini yapilmislar, ancak bu 12 izolatta her bir izolatta birden fazla mikoviriis igerdigini
ve sadece M. phaseolina hypovirus 2, M. phaseolina fusagravirus virus 1-5, M. phaseolina
endornavirus 1-2, M. phaseolina ourmia-like virus 1-3, M. phaseolina mitovirus 4 ve M.
phaseolina mycobunyavirus 1-4 mikoviriislerini igeren izolattlarda diger izolatlara gore
hastalik siddetin azaldigin1 ve bu mikoviriislerin hipoviriilanslikle iliskili olduklarini ifade
etmiglerdir. Bu c¢alismada ise, mikoviriis dsRNA’nin molekiiler Kkarakterizasyon
calismalarindan 6nce dSRNA pozitif P. viticola izolatlarinin tizerinde birgok biyolojik
denemeler hem sera kosullarinda hem laboratuvar kosullarinda yapilmig ve biyolojik
denemelere gore puan tablosu olusturulmus, tabluda en yiiksek puani olan izolatlarin
hipoviriilent olma 6zeligi sahip olabilecegini diisiinerek secilmis ve YND ¢aligmalari
yapilmistir. Dolayisiyla bu ¢alismada yapilan Wang vd. (2020)’nin ¢alismasiyla farkli
oldugunu ve hipoviriilenslik 6zeligine sahip olabilecek izolatlarla DNA genom analizleri

yapilmistir.

Diinyada su ana kadar bugdaydan izole edilen F. poae izolatlarindan yaklasik 55’inde
mikoviral dsSRNA ve kapsiillenmis viriis benzeri partikiiller saptanmistir (Sharma vd., 2018).
Ancak tiim F. poae izolatlarinda saptanan bu RNA’larin yapilarinin birbirleri ile farkl
oldugu ve dsRNA igeren izolatlarda fungus morfolojisinde herhangi bir degisiklik
gozlenmedigi ifade edilmistir (Sharma vd., 2018). Bu da F. poae izolatlarinda saptanan
mikovirtislerin konukgu fungusun viriilensligi {izerinde etkisi olmadigini ifade edilmistir
(Sharma vd., 2018 ve Wang vd., 2016). Ancak bu ¢aligmada yapilmis olan tim biyolojik
testlerde sirasiyla 30 ve 28 ile en yiiksek puani almig olan dSRNA igeren her iki 962M ve
961M izolatlarinin konukgusu fungal hastaligin viriilensligini azalttig1 belirlenmistir. Ayrica

yatay gecis ile dikey tasimim testlerinde bu iki mikoviral dsRNAlar en iyi performansi
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gostermis oldugu da saptanmistir. Boylece bu saptanan iki yeni dsRNA igeren izolatin
(962M ve 961M) sera ve laboratuvar kosullarindaki c¢alisma sonuglarina gore fungal
konuk¢ununun viriilensligini azalttigi ve yatay tasimim ile dikey gecis performansinin
yiiksek olmasi onlarin gelecekte biyolojik miicadele calismalarinda hipoviriilent olma
potansiyeline sahip izolat adaylar1 olarak kullanilmasina olanak sagliyacagi

distiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Ege Bolgesi, Tiirkiye’de hem bag alani, hem de ilizim iretim miktar1 yoniinden
onemli bir yere sahiptir. Baglarda bir¢ok fungal etmen &nemli iiriin kayiplarina neden
olmaktadir. Bu etmenlerden birisi de 6liikol hastaligi etmeni Phomopsis viticola’dir. Oliikol
hastaligi diinyanin bir¢ok yerinde oldugu gibi Ege Bolgesinde de 6nemli iiriin kayiplarina
yol agmakta ve hastalikla miicadelede kiiltiirel onlemler ile birlikte kimyasal yontemler
kullanilmaktadir. Fakat kiiltiirel 6nemler tek basina yeterli olmayip hastaliga karsi etkili
olan fungisitlerin asir1 ve diizensiz kullanimindan dolay1 baz1 fungal etmenlerin fungisitlere
dayanikli olmasi riskinin yanisira tiriinler iizerinde fungisitlerin kalinti birakma riskini de
barindirmaktadir. Bu durum insanlar, hayvanlar ve c¢evre iizerinde olumsuz etkilere neden
olmaktadir. Bu nedenlerle son yillarda arastiricilar fungal patojenlerin kontroliinde ¢evreye
ve insan sagligina zarar vermeyen alternatif kimyasallar ve biyolojik ajanlarin kullanimi ile
ilgili calismalara yogunlasmiglardir. Son yillarda fungal hastaliklarin  biyolojik
miicadelesinde mikoviriislerin kullanimi yayginlasmistir. Buna en iyi 6rnek olarak da
kestane kanseri hastaligi verilmektedir. Bu nedenle Ege Bolgesinin bag alanlarinda 6liikol
hastaligi etmeni P. viticola izolatlarindan elde edilmis olan noval (yeni) dsSRNA’nin
tanilanmasi, molekiiler ve biyolojik karakterizasyonu ile hipoviriilent etkisinin belirlenmesi
bu calismanin amaci olmustur. Bu ama¢ dogrultusunda Ege Bolgesinin en fazla bag
alanlarina sahip olan Aydn, Izmir, Denizli ve Manisa illerinden 6liikol hastalig1 enfekteli
ornekler toplanip fungal izolatlarin morfolojik ve kiiltiirel 6zellikleri belirlenmistir. Toplam
214 P. viticola izolatin 125’inin dsRNA igerdigi belirlenip bu izolatlarin biyolojik
karakterizasyonunun  (kiiltirel ~6zellikleri) dsSRNA negatif P. viticola izolatiyla
karsilagtirarak degerlendirilmistir. dSRNA pozitif ve dsSRNA negatif izolatlarin koloni
renkleri arasinda herhangi bir farklilik olmadig1 saptanmustir. Biyolojik 6zellikleri ve agar
jel goriintiisii en iyi dSRNA profiline sahip oldugu igin segilen 50 izolatin dikey tasinma
kapasitesi olgiilmiis ve en iyi dikey tasimim performansi gosteren 12 izolatin 3 dsRNA
icermeyen P. viticola izolat1 ile asma fidanlar1 tizerinde viriilenslik testi yapilmistir. Test
sonucunda izolatlar arasinda siirgiin ve yaprakta hastalik siddeti yoniinden farkliliklar
bulunmustur. Izolatlarda 5 vc (vejetatif uyum) grubu tesbit edilip bu vc gruplarina gére
izolatlarin yatay tasimim testleri yapilmis ve dsRNA pozitif izolatlarin yatay taginim

kapasitelerinde farkliliklar olmasina ragmen ¢ogunda, dsSRNA’nin yatay olarak alici izolata
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tagmabildigi saptanmistir. dSRNA virislerinin hipoviriilenslik {izerine etkisini belirlemek
icim 2. asama viriilenslik testleri i¢in yatay tasinimda dSRNA pozitife doniistiiriilen viriilent
izolatlarin asma fidanlarina inokiilasyonu yapilmistir. dSRNA negatif (viriilent) izolatlar1 ile
inokiile edilen asma fidanlarinin yaprak ve siirgiinlerinde hastalik siddeti dSRNA pozitife
dontistiiriilmiis  virilent izolatlardan daha fazla oldugu saptanmistir. Molekiiler
karakterizasyon calismalarinda kullanilacak dSRNA pozitif izolatlarin se¢iminde ¢aligmada
sera kosullarinda yapilan tim biyolojik testlerin sonuglarmna gore biyolojik miicadelede
kulanilabilme 6zelliklere sahip timitvar 6 izolat segilerek yaklasik 9,4 ve 2,5 kb boyutlarinda
iki segmente sahip dsRNAIlar izole edilmis, 961M ve 962M dsRNA o6rneklerinden illumina
teknolojisi ile ¢ift yonlii dizisileme olusturulmus ve toplam 24 ve 33 milyon okuma
yapilmistir. 961M°de 9,7 ve 2,5 kb’lik 2, 962M’de ise, 9,5 ve 2,5 kb’lik 3 konting oldugu
saptanmustir. Yapilan genom anotasyonu g¢aligsmalar1 sonucunda 961M ve 962M de sirasiyla
3 ve 6 CDS saptanmis ve hypothetical protein ile RdRp proteinlerini kodlayan 961M’den 2
ile 962M’den ise 5 ORF bolgesi belirlenmistir. Her iki drnegin genom dizileri NCBI’da
BLASTn yapildiginda herhangi bir mikoviral dsRNA ile benzerliginin olmadig: teshit
edilmistir. 961M ve 962M dsRNA’larinin protein dizileri BLASTp’de Fusarium poae
dsRNA virus 2 ile RdRp i¢in %41 ve hypothetical protein icgin ise %44 oranlarinda ¢ok
diisiik 6zdeslik oldugu saptandigindan ve BLASTp sonuglarina gore olusturulan filogenetik
agacta diger mikoviral dsRNAlarla ¢ok uzak kiime olusturdugu igin bu iki yeni mikoviral
dsRNAIlarin (961M ve 962M) muhtemelen tanimlanmamis yeni bir familyanin tiyesi veya
Fusagraviridae familyasiin yeni bir {iyesi olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak bu durum
gelecekte yapilacak olan calismalar ile netlik kazanabilecektir. 961M ve 962M noval
dsRNA mikoviriislerin DNA dizi analizlerinden elde edilen ham veriler NCBI SRA da
961M i¢in PRINA722503 ve 962M i¢in PRINA723482 Accession Number’t alinmig ve
ardindan biyoinformatik analiz verileri ise NCBI Banklt de 961M’in 2 kontigi i¢in 961M-
L’e MZ050804 ve 961M-S’e MZ074321 ve 962M’in 3 kontigi i¢in 962M-L’e MZ050805,
962M-S1°e MZ050806 ve 962M-S2’e MZ050807 Accession Number’leri alinmustir.

P. viticola izolatlarindan elde edilen bu iki yeni mikoviral dsRNA’larin sera ve
laboratuvar kosullarinda belirlenen biyolojik &zellikleri, yatay tasinim ile dikey gecis
performansinin yiiksek olmasi ve fungal konuk¢unun viriilensligini azaltma 6zelligine sahip
olmas1 onlarin hipoviriilent olma potansiyeline sahip adaylar olabilecegi ihtimalini
giiclendirmektedir. Ayrica, Ege Bolgesinde sadece MAT-2nin belirlenmesi ve MAT-11n

bulunmayis1 nedeniyle P. viticola’nin eseysiz ¢ogalmasi ve vc grup gesitliliginin diisiik
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olmasi dsRNA’nin dogada yatay tasimmini kolaylastirarak gelecekte yapilacak olan
biyolojik miicadele calismalari igin uygun bir ortam saglayacagi ve basarili bir biyolojik

miicadele uygulanabilecegi diigiiniilmektedir.

P. viticola’nin mikoviral dsRNA varligi konusunda herhangi bir bulguya simdiye
kadar rastlanmamis olup bu ¢alismayla 6nemli bir dis satim {irlinlimiizde sorun olusturan P.
viticola’da var olan dsRNAnin genom diizeyinde tanilanmas1 ve biyolojik karakterizasyonu
kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Dolayisiyla bu ¢alismada elde edilen bulgular, diinya ve
Tiirkiye mikoviral dsSRNA literatiiriine 6zgiin katki saglayacak ve bag yetistiriciligi yapilan
tim tlkelerde oliikkol gibi 6nemli bir bag hastalig1 i¢in ¢evre dostu bir ¢6ziim Onerisi
sunabilecektir. Bu nedenle tez olarak yapilan bu ¢aligmanin dogrudan iilke ekonomisine ve
cevre sagligina katki saglayacak nitelikleri barindirdigi sdylenebilir. Calisma sonucunda
elde edilen bulgular dogrultusunda P. viticola etmeninde saptanan yeni mikoviral dsSRNAlar

ila ilgili asagida belirtilen ¢alismalarin yapilmasinin yararli olacagi diistiniilmektedir;

1. P. viticola etmeni birgok fungisite karsi direng olustugu ve oliikol hastaliginin
miicadelesinde oOzelikle organik tizim yetistiriciligi yapilan alanlarda kullanilan mevcut
yontemlere yeterli olmayip ve yildan yila 6nemli verim ve Kkalite kayiplarina neden
olmaktadir. Bu nedenle entegre edilebilecek nitelikte diistiniilen hypoviriilenslik iliskili bir

biyolojik miicadele yontemi 6liikol hastaliginin miicadelesinde yardimci olabilecektir.

2. Biyolojik miicadelede istenen durum hipoviriilent izolatin dogada ¢ogalarak
hipoviriilent bireyler olarak yayilmasi ve hastaliklarin1 azalmasina yol agmasidir. Bu durum;
dikey geg¢is performansi iyi olan izolatlar ile daha etkin bir sekilde saganabilir. Calismada,
bazi dSRNA iceren izolatlarda konidiye gecisin zayif veya hi¢ olmadigini goriilmiistiir.
Boyle izolatlarin dogada viriilent olarak ¢ogalarak hastaligin siddetini artirma riskleri vardir.
Laboratuvar ve sera kosullarinda yapilan biyolojik testlerin hepsinin sonucunda izolatlar
arasinda performanis iyi olan izolatlar belirlenmis, ancak bu izolatlarin dogada yayilma
performanslari tizerine heniiz Tirkiye ve diinyada bir veri bulunmamaktadir. Dolayisiyla bu
aragtirmada elde edilen sonuglara gore baglarda hastalik olusturan fungal etmen ve
mikoviral dsRNAnin arasindaki hipoviriilenslik iliskisi ilerde yapilacak c¢aligmalar ile

belirlenecek ve dogada biyolojik miicadele uygulamalarina imkan saglayabilecektir.

3. 961M ve 962M dsRNA’inda saptanan 12,141 ve 14,452 kb’lik genomlarm biiyiik
bir bolimii yani konting L (9,7 ve 9,5 kb)’larin RdRp ve hypothetical proteinlerinin amino

asid dizileri hizalandiginda her ikisinin protein dizileri birbirine %100 oraninda benzer
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oldugu igin her iki dsRNA’nin konting L’lerinin ayni1 yeni bir mikoviriise ait olabilecegi
ifade edilebilir. Ayrica her iki dsSRNA’lardan elde edilen 2,5 kb’lik 3 kontig S’lerin protein
amino asit dizileri hizalandiginda iki dsRNA’nin birbirinden ¢ok farkli oldugu ve bu kiigiik
kontinglerin farkli mitoviriisler veya DNA dizileme asamasinda olusan kiigiik anlamsiz

RNA pargalar1 olabilecegi muhtemeldir.

4. Caligmada iki yeni mikoviral dsRNA’nin tim genom dizi analizleri yapilmis ve
saptanan yeni mikoviral dsRNAlarin hangi familyaya ait oldugu hentiz bilinmemekte
oldugu icin gelecekte yapilacak c¢alismalarda bu iki yeni mikoviral dsSRNA’nin genom
dizileri kullanarak PCR ve sekans analizleri yapilarak familya ve tiir diizeyinde tanilari
yapilabilecektir. Calismada elde edilen veriler gelecekte yapilacak olan birgok calisma igin

bir baslangi¢ olusturacak niteliktedir.
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EKLER

Ek 1. Phomopsis spp. izolatlarin a sporlar1 6l¢iimiiniin sayisal verileri

Aydin Denizli Manisa izmir
izolat Boy En izolat Boy En izolat Boy En izolat  Boy En  lzolat Boy En
754Ko 9,5 2,06 |856C 931 2,31 |964Sr 9,26 2,47 |778Se 9,29 2,37 1055 945 1,97
755Ko 8,39 2,55 |858C 863 22 |965S5r 9,87 1,78 |779Se 8,15 1,71 B 9,58 1,63
756Ko 9,82 1,71 |860C 9,30 2,07 |986Sr 9,33 2,37 |780Se 9,21 18 1056 1051 219
759Ko 8,92 2,47 |861C 8,01 1,73 |993Sr 945 235 |781Se 9,52 17 B 8,65 2,27
762Ko 8,55 2,75 |862C 833 2,8 |995Sr 10,42 2,42 |783Se 8,59 2,8 1057 9,52 1,51
763Ko 8,31 2,39 |865¢ 9 2,16 [996Sr 9,55 1,76 |784Se 8,49 1,77 B 8,67 2,29
765Ko 9,87 2,19 |867C 10,53 2,81 |997Sr 845 2,75 |785Se 5,39 1,71 1060 8,77 2,51
77086 9,57 1,79 |869C 9 2,8 |998Sr 9,24 2,31 |786Se 9,66 182 B 8,78 1,85
77186 8,7 2,3 | 870¢ 9,30 2,03 |1003Sr 9,81 2,38 |788Se 941 2,46 1061 9,11 1,64
803Ku 8,37 2,75 |878C 10,36 2,8 |1005Sr 10,86 2,78 |791Se 9,38 23 B 8,29 2,58
805Ku 8,82 2,2 |880C 9,63 1,75 |1006Sr 896 1,87 |793Se 9,33 2,07 1065 8,39 1,64
812Ku 8,73 2,53 |882C 9,88 2,18 |1012Sr 8,7 1,74 |799Se 9,11 227 B 9,15 2,38
813Ku 9,02 2,25 |884¢ 9,1 2,25 [1014Sr 9,41 2,33 |910M 9,46 1,8 1066 8,29 2,55
815Ku 8,57 1,82 |885C 895 28 |1018Sr 9,78 1,73 |919M 9,45 225 B 9,17 2,15
818Ku 858 2,32 |887C 9,46 1,76 |1021Sr 9,44 186 |927TM 9,29 2,73 1071 9,20 1,87
820ku 888 2,3 |888G 899 2,15 |1106Sa 10,56 2,8 936M 8,69 1,78 B
822Ku 8,85 2,78 |889G 954 245 |1107Sa 8,26 1,76 |941M 10,41 2,36 906M
823Ku 9,18 2,25 |890G 9,28 2,5 |1108Sa 10,87 1,74 |947TM 8,73 1,95 921M
827Ku 8,89 1,88 |891G 869 1,71 |1109Sa 9,1 2,28 |955M 9,76 2,17 933M
828Ku 9,34 2,29 |892G 963 225 |1111Sa 9,21 2,34 |959M 10,25 2,16 1052
831Ku 11,04 2,32 |894G 8,45 1,74 |1112Sa 8,1 1,77 |9%61M 1032 233 B
841Ku 845 1,79 |896Bu 9,45 2,36 |1115Sa 9,25 2,34 |962M 8,77 1,83 774Se
842Ku 8,9 2,27 |1242Bu 9,44 1,74 [1116Sa 8,92 2,23 |[1024K 5,42 1,79 1062
843Ku 9,6 2,32 |1243Bu 9,22 221 [1117Sa 9,1 2,21 |1027K 8,17 181 B
844Ku 9,16 2,16 |1244Bu 9,27 1,85 |1118Sa 9,86 1,97 |1028K 5,43 1,79 1058
847Ku 9,9 2,68 |1245Bu 9,41 2,27 [1119Sa 948 241 |[1032K 9,62 1,73 B
848Ku 8,6 2,41 |1248Bu 9,36 8,18 [1120Sa 10,75 1,87 |[1035K 8,91 2,8
1208Na 9,54 2,75 [1249Bu 9,31 2,1 |1121Sa 9,34 2,47 |1036K 10,69 1,72
1209Na 8,46 1,76 [1250Bu 9,48 2,46 |1124Sa 8,23 1,72 |1043K 1041 2,52
1210Na 9,48 1,78 [1251Bu 9,65 2,85 |1127Sa 9,31 1,71 |1045K 9,61 1,73
1211Na 9,29 2,26 [1252Bu 10,19 2,78 |1143Sa 9,17 1,73 |1070B 9,31 1,84
1212Na 9,2 2,27 |1253Bu 8,71 2,2 [1145Sa 9,79 2,44 |1072B 8,88 1,77
1213Na 8,65 1,76 [1254Bu 9,11 2,34 |1149Sa 9,83 1,26 |1079B 5,65 1,82
1215Na 9,34 2,29 [1255Bu 8,75 2,24 |1151Sa 954 1,85 |1080B 9,35 1,86
1216Na 11,03 2,78 [1258Bu 9,85 1,85 |1157Al 9,37 2,31 |1084B 9,98 1,73
1220Na 9,42 2,38 [1259Bu 8,82 2,22 |1158Al 8,48 2,34 |1085B 10,61 1,77
1221Na 9,22 2,33 [1260Bu 9,22 2,2 |1159A1 10,46 1,79 |1086B 8,45 1,73
1222Na 9,18 2,31 [1262Bu 9,29 2,45 |1160Al 8,98 2,37 |1088B 9,32 2,29
1223Na 9,42 2,34 [1264Bu 9,31 2,3 |1161Al 946 2,35 |1091B 8,77 2,37
1225Na 8,11 1,71 [1265Bu 9,74 2,33 |1164Al 9,17 2,38 |1092B 8,67 1,71
1226Na 9,71 2,54 [1266Bu 9,1 2,33 [1167A1 9,13 2,42 |1095B 8,88 2,19
1227Na 9,28 2,36 [1267Bu 9,88 2,28 |1173Al 9,38 2,39 |1098B 9,1 2,41
1229Na 9,18 2,31 [1268Bu 9,42 2,36 |1185A1 9,29 2,29 |1100B 8,19 1,75
1230Na 9,5 2,37 |1269Bu 9,65 2,2 |[1194Al 853 1,12 |[1101B 8,49 1,74
1233Na 9,85 1,71 [1270Bu 9,45 2,32 |1197Al 9,69 2,34 |1102B 9,1 2,48
809Ku 7,73 2,18 |898Bu 95 2,1 |1205Al1 9,62 2,26 |1273E 8,49 1,34
808Ku 8,02 2,33 |901Bu 951 223 |1207Al 8,1 145 |f 9,1 2,48
811-Ku 757 2,23 |899Bu 8,74 2,43 |1128Sa 10,57 1,7 1286B 9,52 1,62
821Ku 8,68 2,21 |900Bu 9,20 2,68 |1135Sa 9,69 1,8 a 8,71 2,58
825Ku 898 254 |903Bu 9,78 2,45 |1141Sa 9,73 2,47 |772Se 10,59 1,83
830Ku 8,61 121 966Sr 9,84 225 [904M 10,61 1,64
832Ku 7,18 2,34 970Sr 837 248 |[913M 9,71 1,57
837Ku 8,79 2,46 971Sr 898 222 [922M 9,21 1,72
981Sr 10,26 2,29 |926M 8,78 1,96
982sr 8,78 239 |[1048B 5,85 1,43
979Sr 9,56  2.18 |[1049B
1129Sa 9,27  2.28 |1050B
1137Sa 9,23 2,35

Not: Izolat isimlendirmelerinde; Na Nazilli, Ku Kusadasi, S6 Soke, C Cal, Bu Buldan, Se Selcuk, M
Menemen, Ef Efem Cukuru, K Kemalpasa, B Bayindir, Sr Saruhanli Sa Salihli, Al Alaseir
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Ek 2. Fungal izolatlarin  sporlar1 6lgtimiiniin sayisal verileri

iller izolat Boy En
762Ko 22,09 0,89
803Ku 23,31 0,83
Aydn 805Ku 24,85 0,95
1229Na 23,95 0,97
Denizli 870C 23,26 0,95
998Sr 23,917 0,91
Manisa 1109Sa 24,09 1,05
1124Sa 20,5 0,89
784Se 24,03 1,06
910M 22,11 0,89
izmir 919M 23,79 0,99
927M 23,58 0,99
1070B 25,14 1,01

Not: izolat isimlendirmelerinde; Na Nazilli, Ku Kusadasi, S6 Séke, C Cal, Bu Buldan, Se Selcuk, M
Menemen, Ef Efem Cukuru, K Kemalpasa, B Bayindir, Sr Saruhanli Sa Salihli, Al Alasehir
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Ek 3. dsRNA pozitif 12 Phomopsis viticola izolatlarinin biyolojik ve kiiltiirel 6zellikleri

. . L Alfa spor .
. Kloni Koloni Piknit skala Dikey Yatay S.V.AS Y.V.A®
izolat . . . boyutu ) S.ve Y. V4 .
rengi  gelisim hizi* degeri? Gecis Gegis (%) (%)
Boy (um) En (pm)

780Se Gri 11 3 9.21 18 %100 0,5dd 16,6¢d ++ 14,11 46,57
1091B  Beyaz 11 1 8.77 2.37 %100 0,6d 17,5cd ++++ 11,04 19,39
1061B  Beyaz 11 3 9.52 151 %60 0,7d 17,2cd ++++ 11,27 17,63

861C Gri 11 3 8.01 1.73 %70 0,8cd 27,5bc ++ 16,33 42,83
1027K  Beyaz 1 2 8.17 181 %40 1,2cd 24,7bcdf  ++++ - -
889G Gri 1 2 9.54 2.45 %100 1,5cd 7,6d 0 15,63 26,32
961M Beyaz 11 2 10.32 2.33 %100 1,5cd 10,6¢cd ++ 1551 44,08
962M Gri 11 3 8.77 1.83 %100 1,9cd 17,2cd ++ 16,33 49,37
1098B Gri 11 3 9.1 241 %100  2,3cd 14,8cd ++++ 9,82 12,21
841Ku Gri 1 3 8.45 1.79 %100  2,5cd 13,2cd ++ 1,3 25,03
903M Beyaz 1 2 9.78 2.45 %60 4,7bc  25,6bcd ++ - -
1216Na  Beyaz 11 1 11.03 2.78 %80 6,6b 36,7bc +++ 4,12 12,31

Not: Na Nazilli, Ku Kusadasi, C Cal, Se Selguk, G Ggney, M Menemen, K Kemalpasa, B Bayindir, 1: grup |
(1,9-3,6), grup 11 (3,61-5,3) ve grup Il (5,31-7), 2: 0-4 skalas1 (1 cm2 lik alanda piknit sayis1): O: piknit
yok; 1: 1-25 piknit; 2: 26-50 piknit; 3: 50-100 piknit; 4: >100 piknit, 3: siirgiinde viriilenslik, 4: yaprakta

virtilenslik, 5: siirgiinde viriilenslik azalma, 6: yaprakta viriilenslik azalma.
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Ek 4. 961M den viriis genomun disinda saptanan fungal kontingler

Kontingler Accession N.
Diaporthe longicolla mitochondrion, complete genome KP137411.1
Diaporthe phaseolorum large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence AY779295.1
Colletotrichum acutatum strain KC05 mitochondrion, complete genome KR349346.1
Colletotrichum tamarilloi mitochondrion, complete genome KU196965.1
Colletotrichum lupini strain CBS 119142 culture-collection KT918406.1
Colletotrichum falcatum mitovirus 1 strain CfMv1CoC 671, complete genome MK?279482.1
Stenocarpella maydis strain Sm.A1-1 28S-18S ribosomal RNA intergenic spacer | KP164561.1
Diaporthe sp. strain LFIT0O3 small subunit ribosomal RNA gene MK299422.1
Phomopsis sp. M-32 18S ribosomal RNA gene, partial sequence KP067912.1
Phomopsis sp. U4A2-A genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 28S rRNA | AB665312.1
Phomopsis mali genes for 18S rRNA, 1TS1, 5.8S rRNA, ITS2, 28S rRNA AB665315.1

Trichoderma citrinoviride N-terminal fungal transcription regulatory
Colletotrichum graminicola M1.001 hypothetical protein partial mMRNA
Fusarium fujikuroi IM1 58289 related to zinc cluster transcription factor
Fusarium verticillioides 7600 hypothetical protein (FVEG_02173), mRNA
Fusarium verticillioides 7600 hypothetical protein (FVEG_02173), mMRNA
Diaporthe longicolla mitochondrion, complete genome

Diaporthe eres isolate AFTOL-ID 935 12S small subunit ribosomal RNA gene
Diaporthe phaseolorum isolate AFTOL-ID 357 12S ribosomal RNA gene
Diaporthe phaseolorum small subunit ribosomal RNA gene

Phomopsis viticola STE-U2642 small subunit ribosomal RNA gene
Stenocarpella maydis strain Sm.A1-1 28S-18S ribosomal RNA intergenic spacer
Myceliophthora thermophila ATCC 42464 chromosome 7, complete sequence
Chaetomium thermophilum var. thermophilum DSM 1495 26S ribosomal RNA
Podospora anserina genomic DNA, chromosome 3

Neurospora crassa 18S ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer 1
Diaporthe longicolla mitochondrion, complete genome

Cryphonectria parasitica InC9 insertion within small subunit ribosomal RNA
Chrysoporthe cubensis mitochondrion, complete genome

Chrysoporthe deuterocubensis mitochondrion, complete genome
Chrysoporthe austroafricana mitochondrion, complete genome

Metarhizium brunneum ARSEF 3297 hypothetical protein partial mMRNA
Metarhizium robertsii ARSEF 23 hypothetical protein mRNA

XM_024895064.1
XM_008092529.1
XM_023579281.1
XM_018889362.1
XM_018889361.1
KP137411.1
FJ190607.1
AY584703.1
AY779326.1
AF230780.1
KP164561.1
CP003008.1
XR_002966752.1
FO904938.1
FJ360521.1
KP137411.1
AF218209.1
KT380885.1
KT380884.1
KT380883.1
XM_014691584.1
XM_007820038.2
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Ek 5. 962M den viriis genomun disinda saptanan fungal kontingler

Kontingler Accession N.

Stenocarpella maydis strain Sm.A1-1 28S-18S ribosomal RNA intergenic spacer | KP164561.1
Myceliophthora thermophila ATCC 42464 chromosome 7, complete sequence CP003008.1
Podospora anserina genomic DNA, chromosome 3 FO904938.1
Fusarium proliferatum partial 18S rRNA gene for 18S ribosomal RNA LT841264.1
Fusarium proliferatum partial 18S rRNA gene for 18S ribosomal RNA LT841250.1
Diaporthe longicolla mitochondrion, complete genome KP137411.1
Phomopsis viticola STE-U2642 small subunit ribosomal RNA gene AF230780.1
Phomopsis viticola STE-U2662 small subunit ribosomal RNA gene AF230782.1
Phomopsis sp. STE-U2680 small subunit ribosomal RNA gene AF230776.1
Diaporthe phaseolorum isolate AFTOL-ID 357 12S ribosomal RNA gene AY584703.1
Diaporthe longicolla mitochondrion, complete genome KP137411.1
Diaporthe phaseolorum large subunit ribosomal RNA gene AY779295.1
Colletotrichum acutatum strain KC05 mitochondrion, complete genome KR349346.1
Colletotrichum tamarilloi mitochondrion, complete genome KU196965.1
Colletotrichum lupini strain CBS 119142 culture-collection CBS:119142 KT918406.1
Colletotrichum gloeosporioides authority Colletotrichum gloeosporioides AF264028.1
Oryzias latipes strain HSOK chromosome 9 CP020629.1
Diaporthe longicolla mitochondrion, complete genome KP137411.1
Diaporthe eres isolate AFTOL-ID 935 12S small subunit ribosomal RNA gene FJ190607.1

Diaporthe phaseolorum isolate AFTOL-ID 357 12S ribosomal RNA gene AY584703.1
Diaporthe phaseolorum small subunit ribosomal RNA gene AYT779326.1
Phomopsis viticola STE-U2642 small subunit ribosomal RNA gene AF230780.1
Cryphonectria parasitica mitochondrion, complete genome KT428651.1
Chrysoporthe deuterocubensis mitochondrion, complete genome KT380884.1
Chrysoporthe cubensis mitochondrion, complete genome KT380885.1
Diaporthe longicolla mitochondrion, complete genome KP137411.1
Diaporthe maritima strain NB365-711 28S ribosomal RNA gene KU552028.1

Colletotrichum higginsianum IMI 349063 C2H2 transcription factor mRNA
Grosmannia clavigera kw1407 c2h2 transcription factor partial mMRNA
Fonsecaea multimorphosa CBS 102226 hypothetical protein partial mMRNA
Neurospora crassa OR74A C2H2 transcription factor (rpn-4), partial mRNA
Epichloe typhina strain E8 mitochondrion, complete genome

Epichloe festucae strain AR5 mitochondrion, complete genome

Epichloe hybrida strain Lp1 mitochondrion, complete genome
Cryphonectria parasitica mitochondrion, complete genome

Diaporthe longicolla mitochondrion, complete genome

Phaeoacremonium minimum UCRPAY putative zinc finger transcription
Colletotrichum gloeosporioides isolate Cgl4 zinc transcription
Thermothelomyces thermophilus ATCC 42464 uncharacterized protein
Myceliophthora thermophila ATCC 42464 chromosome 1

Fusarium proliferatum ET1 probable Cys2-His2 zinc finger transcription factor
Amoebidium parasiticum mitochondrial chromosome 068liay42_mtg_cplt
Ceratocystis albifundus isolate CMW17620 mitochondrion
Thermothelomyces thermophilus ATCC 42464 glycoside hydrolase
Myceliophthora thermophila ATCC 42464 chromosome 4

Pestalotiopsis fici W106-1 hypothetical protein mMRNA

Colletotrichum orchidophilum glycolipid anchored surface protein
Trichoderma asperellum CBS 433.97 carbohydrate-binding module
Sordaria macrospora k-hell uncharacterized protein (SMAC_05105)
Grosmannia clavigera kw1407 glycoside hydrolase family 72 partial mMRNA
Nectria haematococca mpV1 77-13-4 hypothetical protein, mMRNA
Fusarium proliferatum ET1 uncharacterized protein (FPRO_01384)
Fusarium fujikuroi strain Augusto2 chromosome |

Pyricularia oryzae isolate MZ5-1-6 chromosome 5, complete sequence
Pyricularia oryzae 70-15 uncharacterized protein (MGG_17531), mRNA
Trichoderma atroviride IMI 206040 hypothetical protein partial mMRNA
Sodiomyces alkalinus F11 hypothetical protein (SODALDRAFT 204800)

XM_018307805.1
XM_014312556.1
XM_016770895.1
XM_950915.2
KX066185.1
KX066186.1
KX066187.1
KT428651.1
KP137411.1
XM_007919753.1
KU925876.1
XM_003659367.1
CP003002.1
XM_031220059.1
AF538042.1
NC_045185.1
XM_003664102.1
CP003005.1
XM_007838923.1
XM_022612341.1
XM_024901391.1
XM_003346798.1
XM_014314372.1
XM_003047746.1
XM_031232072.1
CP023089.1
CP034208.1
XM_003718974.1
XM_014091929.1
XM_028607235.1
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Trichoderma reesei QM6a chromosome V, complete sequence
Pestalotiopsis fici W106-1 hypothetical protein mRNA
Phialemoniopsis curvata uncharacterized protein (EOL32_004658)

Colletotrichum higginsianum IMI 349063 C2H2 finger domain-containing

protein
Fusarium proliferatum ET1 uncharacterized protein (FPRO_11845)
Sporothrix schenckii 1099-18 C2H2 finger domain protein (SPSK_05296)

Phaeoacremonium minimum UCRPAY putative gtp-binding protein partial

MRNA

Thermothelomyces thermophilus ATCC 42464 uncharacterized
Myceliophthora thermophila ATCC 42464 chromosome 2

Neurospora crassa OR74A GTP-binding protein EsdC (NCU03600)
Neurospora tetrasperma FGSC 2508 hypothetical protein mRNA
Colletotrichum graminicola M1.001 glutamine synthetase partial mMRNA
Colletotrichum orchidophilum glutamine synthetase (CORCO01_06809)
Neurospora tetrasperma FGSC 2508 cross-pathway control protein 1 mRNA
Oryza sativa Japonica Group cDNA clone:002-155-A06, full insert sequence
Diaporthe longicolla mitochondrion, complete genome

Chrysoporthe cubensis mitochondrion, complete genome

Chrysoporthe deuterocubensis mitochondrion, complete genome
Chrysoporthe austroafricana mitochondrion, complete genome
Cryphonectria parasitica mitochondrion, complete genome

Cryphonectria parasitica enolase (Enol) gene, complete cds

Chrysoporthe deuterocubensis mitochondrion, complete genome
Cryphonectria parasitica mitochondrion, complete genome

Chrysoporthe cubensis mitochondrion, complete genome

Diaporthe longicolla mitochondrion, complete genome

Diaporthe longicolla mitochondrion, complete genome

CP016236.1

XM_007836151.1
XM_031139093.1
XM_018307965.1

XM_031221365.1
XM_016732046.1
XM_007917114.1

XM_003661152.1
CP003003.1
XM_956234.3
XM_009850103.1
XM_008094824.1
XM_022618448.1
XM_009856094.1
AK109093.1
KP137411.1
KT380885.1
KT380884.1
KT380883.1
KT428651.1
AY499570.1
KT380884.1
KT428651.1
KT380885.1
KP137411.1
KP137411.1
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T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETiK BEYANI

“BAG ALANLARINDA OLUKOL HASTALIGI ETMENiI PHOMOPSIS VITICOLA
(SACC.) SACC. IZOLATLARINDA DSRNA’NIN TANILANMASI, MOLEKULER VE
BIYOLOJIK KARAKTERIZASYONU iLE HIPOVIRULENT ETKIiSi” baslikli Doktora
tezimdeki biitiin bilgileri etik davranis ve akademik kurallar ger¢evesinde elde ettigimi, tez
yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢alismada, bana ait olmayan her tiirlii ifade ve
bilginin kaynagma eksiz atif yaptigim bildiririm. ifade ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda

ise her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.

Sahra HOSSEINALIZADEH

14/06/2021
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