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OZET

AYDIN VE MERSIN ILLERINDEN TOPLANAN CILEKLERDE Botrytis
cinerea POPULASYONLARINDAKI TRANSPOZON SIKLIGI VE
FUNGUSIT DIRENCLILIGI

Bahadir TORUN
Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Hac1 Halil BIYIK
2018, 111 Sayfa

Cilek, hem sanayiye elverisli hem de taze olarak tiiketilebilen lezzetli ve hos
kokulu bir meyvedir. Uretimde verimi etkileyen en 6nemli faktorlerden biri bitki
koruma problemleridir. Funguslar tirettikleri metabolitlerden dolayi, halk sagligini
tehdit etmenin yan1 sira ciddi ekonomik zararlara da sebep olabilmektedir. Botrytis
cinerea diinya ¢apinda 200’den fazla tiirii enfekte edebilen nekrotrofik bir bitki
patojenidir. Cileklerde, B. cinerea populasyonlarindaki transpozon sikligi ve
fungusit direngliligini belirmek amaciyla Aydin ilinden {i¢, Mersin ilinden ise iki
lokaliteden oOrnekler toplanmistir. Toplanan oOrnekler PDA  besiyerinde
saflagtirilmigtir. Saflagtirilan 6rneklerin morfolojik ve molekiiler tanis1 yapilmis
sonra belirlenen transpozon bdlgeleri PCR ile ¢ogaltilmistir. Toplamda elde edilen
154 B.cinerea izolatinin % 21,1’i transposa, %46,1’i boty, %10,4’t flipper ve
%23,4’ vacuma grubu olarak bulunmustur. Aydin populasyonunda transposa %
19,5, boty % 48,3; flipper % 9,2 ve vacuma % 23,0 oraninda bulunurken Mersin
populasyonunda transposa % 20,9; boty % 43,3; flipper % 11,9 ve vacuma % 23,9
oraninda bulunmugstur. Fungusit testlerinin spor asamasinda en etkili fungusit
cyprodinil olurken, misel asamasinda fenhexamid olarak bulunmustur. Yapilan
denemelerde fungusitlere diren¢ durumu, fungusite gore degismesine ragmen en
hassas grup Flipper olarak gozlenmistir. Test edilen #¢ fungusit iginde
B.cinerea’ya karsi en etkili fungusit, en disiik dozda etki gosteren Fenhexamid

iken ikinci sirada Cyprodinil, {giincii sirada ise Carbendazim olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Botrytis cinerea, Boty, Flipper, Cilek, Transpozon,
Fenhexamid, Fungusit direngliligi






ABSTRACT

FREQUENCY OF TRANSPOSABLE ELEMENTS AND FUNGICIDE
RESISTANCE IN Botrytis cinerea POPULATIONS ON STRAWBERRIES
FROM AYDIN AND MERSIN PROVINCES

Bahadir TORUN
PhD Thesis, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Haci Halil BIYIK
2018, 111 Pages

Strawberry is a delicious fruit that can be consumed fresh and can be used in
industry. One of the important factors that effects yield is the plant protection
problems. Because of the metabolites that fungi produce, especially in foods, they
pose a threat to health and also cause economical problems. Botrytis cinerea
causes grey mold disease in over 200 plant species. For the purpose of detecting
transposon frequencies and fungicide resistance samples were collected from three
different localities from Aydin province, and from two different localities from
Mersin province. Samples were incubated on PDA medium and then isoleted from
mixed cultures. Morphological and molecular identification of the samples were
made. Transposon sites were amplified by PCR. In total 154 B.cinerea samples
were isolated of which consists transposa 20.1 %, boty 46.1 %, flipper 10.4 % and
vacuma 23.4 %. In Aydin population transposa 19.5 %, boty 48.3 %, flipper 9.2 %
and vacuma 23.0 %, in Mersin transposa 20.9 %, boty 43.3 %, flipper 11.9 % and
vacuma 23.9 % was found. In spore stage tests of fungicide tests cyprodinil was
found the most effective while fenhexamid was found the less effective. In
mycelium stage tests of fungicide tests fenhexamid was found the most effective
with the lowest concentration while carbendazim was found the less effective with
the highest concentration. Flipper group was found most sensitive to the tested
fungicides.

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

Botrytis cinerea hem tarimsal hem de sanayi bitkilerinde kursuni kiif hastaligina
neden olan bir bitki patojenidir. Her yil agir maddi kayiplara yol agmaktadir.
B.cinerea populasyonlarinin genetik yapisinin belirlenmesi, fungusit kullaniminin
bilingli yapilmasina katki saglayacaktir.
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Tezde yer alan Mersin ilinin Anamur ilgesinde ¢ikan fungal tiirler 5-8 Temmuz
2017 Minsk, Belarus’ta diizenlenen Symposium on Euroasian Biodiversity
(SEAB) 2017 adli kongrede “Biodiversity of Fungi in Strawberry Fields in
Anamur, Turkey” adi altinda sunulmus ve ayni adla International Journal of
Secondary Metabolites adl1 dergide yaymlanmstir (DOI: 10.21448/ijsm.346209).
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KISALTMALAR DIZiNi

ACT : Aktin

ADP : Adenozin di-fosfat

AlCc : Akaike Bilgi Kriteri, diizeltilmis
ATP : Adenozin tri-fosfat

be : Baz gifti

BenA : B-tubulin

BIC : Bayesian Bilgi Kriteri

CAM : Kalmodulin

CAPS : Boliinmiis Amplifiye Polimorfik Diziler
cDNA : Komplementer DNA

CTAB : Cetyl trimethylammonium bromide
DNA : Deoksiriboniikleik Asit

dH,0: : Distile su

ECso : Etkili Doz 50 %

EDTA : Etilendiamintetraasetik Asit
ELISA : Enzyme-bagli immunosorbent assay
FAO : Food and Agriculture Organisation
FISH : Floresan In-Situ Hybridizasyon
FTS : Fizyolojik Tuzlu Su

G : Gamma Dagilimi
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1. GIRIS

Cilek (Fragaria x ananassa Duch.) Rosaceae familyasinda bulunan, ¢ok yillik, her
dem yesil bir bitkidir. Cilegin anavatani kuzey ve giiney Amerika’dir. Yillar iginde
cilek kiiltiire alimmus, hibritlenerek farkli tiirler ve g¢esitler elde edilmistir.
Giintimiizde en yaygin kullanilan Fragaria x ananassa tiiriidiir. Bu tiirtin Festival,
Sabrosa, Sabrina, Elyana, Rubygem, Sweet Charlie, Camarosa, Amiga, 503 ve
Fortuna gesitleri kullanilmaktadir. Cilek toprakta, optimum 18-22 °C’de ve 6 - 6.5
pH araliginda yetisebilen, besin degerleri yiiksek, giinde 12-14 saatten az giines
15181na ihtiyag duyan, bir kisa giin bitkisidir. Food and Agriculture Organization
(FAO) 2017 verilerine gore iilkemiz gilek tiretiminde Diinya’da ti¢iincii siradadir.
Tiirkiye’de ise en fazla iiretim Mersin ilinde gergeklestirilmekte olup (132.556
ton) Aydin ili ¢ilek iiretiminde ikinci sirada gelmektedir (62.859 ton). Mersin ve
Aydin illerini Antalya (56.412 ton) ve Bursa (43.000 ton) izlemektedir.

Cilek dikimden, son tiiketiciye ulasana kadar pek ¢ok hastalik etmenine maruz
kalmaktadir. Bu hastalik etmenleri; toprakta, sulama suyunda, havada, hasat
sirasmmda ve hasat sonrasi tasima ve saklama ortamlarinda bulunabilmektedir.
Viriisler, bakteriler ve funguslar bu hastalik etmenlerinin basinda gelmektedir.
Verimi, en ¢ok bu etmenler etkilemektedir. Cilegin, hem toprak alt1 hem de toprak
iistli organlarinmi etkileyen ¢ok sayida patojen bulunmakla beraber, baslica fungal
hastaliklarini su sekilde siralayabiliriz: kursuni kiif (Botrytis cinerea Pers.) basta
olmak fizere, kiilleme (Sphaerotheca macularis (Wallr.:Fr.Jacz.), yaprak leke
hastalig1 (Mycosphaerella fragariae (Tul. Lindau) ve antraknoz (Collectotrichum
spp.), rhizoctonia ¢iirtikliigi (Rhizoctonia solani (Kiihn), yumusak kabuk
gurtkligi (Phytophthora cactorum (Lebert & Cohn) (J. Schrét), kirmizi kok
gurtkligi (Phytophthora fragaria (C. J. Hickman), verticillum solgunlugu
(Verticillium alboatrum (Kleb), Pythium spp. ve Fusarium spp.’dir.

Botrytis cinsi i¢in diinya genelinde ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir. Patojenitesi,
enfekte ettigi bitkiler arasindaki etkilesimleri ve Botrytis tiirlerinin sebep oldugu
hastaliklarin ekonomik Onemi, bu patojeni ¢iftcilerin, ziraatgilerin, tarim
danismanlarinin ve akademisyenlerin ilgi odagi haline getirmistir (Elad ve ark,
2016). B. cinerea diinya iizerinde 200’den fazla bitki tiiriinii enfekte edebilen
fungal bitki patojenidir. Tarlalarda, cicekliklerde ve seralarda enfeksiyona yol
agmaktadir. Nemin yiiksek oldugu ortamlar Botrytis enfeksiyonu i¢in ideal



ortamlardir. Hem tarim hem de ¢igekgilik alaninda ekonomik kayiplara sebep olan
bu patojen, fungisitlere karsi hizli direncg gelistirebilmesinden dolay1 kimyasal
miicadeleyi de zor hale getirmektedir. Genetik yapisini hizla degistirebilmesi
genetik cesitlilik oranini arttirmakta ve direng gelistirmesini kolaylagtirmaktadir.

Fungusit direnci terimi, bir fungusun belirli bir antifungal maddeye karsi
gosterdigi, edinilmis veya kalitsal, duyarliligindaki azalmadir. Fungisit
duyarhiligindaki disiik seviyedeki azalmalar igin ‘azalmg duyarhilik’ veya
‘tolerans’ terimi kullanilmaktadir. ‘Tarla direnci’ terimi ise tarla sartlar1 altinda
gosterilen direnci, ifade etmektedir. Yani laboratuvar kosullarinda direng
goriilmezken, tarlada direncin goriilmesi olarak agiklanabilir (FRAC, 2018).
Fungisit direncliliginin ortaya c¢ikmasi evrimsel bir siirectir. Belirli sartlarin
devamliligl, bu sartlara uyumlulugun gelismesine sebep olmaktadir. Uygulanan
fungisit, patojen {izerinde secilim baskist olusturarak o fungisite karsi direng
gelistirmis bireylerin, hayatta kalmasim1 saglarken yabanil tip veya hassas
bireylerin elenmesine sebep olmaktadir.

Bitkilerin hastalik ve diger zararlilardan korumak ve olusan zarar1 onarmak igin
yapilan fiziksel, kimyasal ve biyolojik caligsmalar ‘bitki koruma’ ¢aligmalar1 olarak
adlandirilir (Anonim, 2013). Fiziksel miicadele, mekanik ve termik olmak {izere
ikiye ayrilir. Mekanik yontemler, hastalikli, kurumusg, dokiilmiis bitki kisimlarinin
uzaklastirilmast gibi uygulamalardir. Termik yontemler ise topragin ve diger
iretim materyallerinin 1sitilarak dezenfekte edilmesidir. Kimyasal koruma,
pestisitlerin kullanimina dayanmaktadir. Funguslar i¢in kullanilan pestisitler
fungisit, bakteriler i¢in kullanilanlar bakteriosit, yabanci otlar i¢in kullanilanlar
herbisit ve omurgasizlar i¢in kullanilanlar insektisit olarak adlandirilir. Kimyasal
yontemler, zararlilarla miicadelede kullanilan en yaygin ve en ucuz yontemdir.
Kimyasal miicadelede pestisitler, bitkileri hastaliklardan korurken ¢evre ve insan
sagligina zarar vermemesi gerekmektedir. Bu nedenle fungisitlerin biyolojik,
toksik ve fiziksel 6zelliklerine dikkat edilmelidir. Bir fungisitin biyolojik etkinligi
onun hastalik etmenine yaptig1 etkidir. Toksik 6zelligi sicakkanli canlilarda
gosterdigi zehir etkisidir. Fiziksel Ozelligi ise formiilasyon sekli olarak da
adlandirilir. Fiziksel 6zellikler, fungisite iiretim sirasinda verilen ozelliklerdir.
Biyolojik miicadele; hastalik etmenleriyle miicadelede, baska canlilarin
kullanilmasidir. Biyolojik miicadelede kullanilacak olan canli, yalnizca istenilen
zararliy1 kontrol etmeli, siirekliligi olmali ve toplu liretim i¢in uygun olmalidir
(Baykal, 1995).



Funguslarin tanilanmasinda kullanilan yontemler morfolojik ve molekiiler
yontemler olarak ikiye ayrilabilir. Morfolojik ydntemlerin arasinda konukgu
Ozellesmesi, besi ortami, kiiltlirde gelisimi, rengi, konidianin yapisi, sekli, sporun
yapist ve sekli gibi mikroskobik ozellikler, teleomorf yapisimin bulunup
bulunmamas1 gibi belirtegler sayilabilir. Molekiiler yontemler; DNA dizi analizi
gerektirmeyen Fluorescent In-Situ Hybridization (FISH) ve DNA array
hybridization ve DNA dizi analizi gerektiren ribozomal internal transcribed spacer
(ITS), Calmodulin (CAL), B-tubulin 2 (TUB2), Aktin (ACT), gliseraldehit-3-
fosfat dehidrogenaz (GAPDH), RNA polimeraz II alt initesi (RPB2) gibi
belirtecler ve Real-Time PCR uygulamalaridir.

Yukarida soz edilen bilgiler bize B.cinerea’nin fungisit direngliligi izerine yapilan
caligmalarin devam ettirilmesinde tarim zararlilar1 ile miicadeleye katki yapacagim
gostermektedir. B.cinerea’nin transpozon yapist ve bu yapinin fungisit direnci ile
ilgili ¢aligmalar Diinya’da az sayida bulunurken, Tiirkiye’de ise daha dnceden bu
tir bir ¢alismanin yapilmadigi litaretiir taramalarinda goriilmistiir. B.cinerea
genetik yapisim hizla degistirebilen bir tiirdiir. Bu durum fungisit direncini de
etkilemektedir. Bu degisimde transpozonlarin rolii gézardi edilemez. Bu sebeple
aragtirmamizda B.cinerea populasyonlarinin transpozon yapisini belirleyerek bu
patojenle daha etkili miicadele edebilmenin yolu hedef alinmigtir.

1.1. Diinya’da ve Tiirkiye’de Cilek

Cilek (Fragaria x ananassa) Rosaceae (Giilgiller) familyasindan, iiziimsii
meyveler (bakka) grubundaki, cok yillik, otsu bir bitkidir. Ilkbaharda hicbir
meyvenin bulunamadigi bir zamanda olgunlagmasi nedeniyle, tiiketici tarafindan
tercih edilen bir meyvedir. Hem sanayiye elverisli hem de taze olarak tiiketilebilen
¢ok lezzetli ve hos kokulu bir meyve tiiriidiir. Bol miktarda A, B, C vitaminleri,
kalsiyum, demir ve fosfor gibi mineral maddeler igerir. Taze olarak kullanilmasi
yaninda cilegin pastasi, receli, kompostosu ve likdrii de yapilmaktadir. Tk kiiltiire
alman gilek tiri “Orman Cilegi” olarak adlandirilan, meyveleri kiigiikk fakat
kokulu Fragaria silvestris’dir (Aybak, 2000). Glniimiizde yetistiriciligi yapilan
kiiltiir gesitlerinin biiyiik cogunlugu, Fragaria chiloensis ve Fragaria virginiana
isimli iki tiriin hibritlenmesi ile elde edilen Fragaria X ananassa’dan elde
edilmistir (Maas, 1998). Diinyada ve {ilkemizde yaygin olarak yetistiriciligi
yapilan cesidi Kalifornia Universitesi’'nde gelistirilen camarosa ¢esididir. Bu gesit
giinliik 12-14 saatten daha az 1518a ihtiya¢ duyan kisa giin ¢esidi olup erkenci ve iri
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meyvelidir. Meyveleri parlak, kirmizi, sert ve tasimaya dayaniklidir (Hancock,
1999). Cilek iiretimi Diinya c¢apinda 52 iilkede yapilmaktadir. FAO’nun 2017
verilerine gore iilkemiz Diinya cilek tliretiminde iiglincii siradadir (353.173 ton)
(Sekil 1.1, 1.2).
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Sekil 1.1 Diinya’da Cilek Uretimi (FAOSTAT, 2017)
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Sekil 1.2 2010-2014 Diinya Cilek Uretimi (FAOSTAT, 2017)

Cilek gelisimini gevresel ve genetik faktorler etkilemektedir. Cevresel faktorleri;

151k, sicaklik, su, nem, besin maddeleri ve atmosfer bilesimini icerirken, genetik

faktorleri; kok, yaprak ve ¢icek yapisi, olumsuz sartlar altinda ifade edilen genlerin

yapisi ve sayisi, bitkinin normal gelisimi sirasinda ifade edilen genlerin yapisi

olarak siralayabiliriz. Verimi etkileyen en Onemli faktdrlerden biri koruma

problemleridir. Yetistirilen {irlinler hem tarlada hem de hasat sonrasinda pek ¢ok

viral, bakteriyel ve fungal hastalik etmenine maruz kalmaktadir. Cilekte goriilen
fungal hastaliklardan baglicalar1 kursuni kiif (Botrytis cinerea (Pers.:Fr.), kiilleme
(Sphaerotheca macularis (Wallr.:Fr.Jacz.), yaprak leke hastaligi (Mycosphaerella
fragariae (Tul. Lindau), antraknoz (Collectotrichum spp.), rhizoctonia ¢iiriikliigii
(Rhizoctonia solani (Kiihn), yumusak kabuk c¢tirtikligii (Phytophthora cactorum
(Lebert & Cohn) (J. Schrot), kirmiz1 kdk ¢iirtikligii (Phytophthora fragaria (C. J.
Hickman),verticillum solgunlugu (Verticillium alboatrum (Kleb) dur (Maas, 1998;

De los Santos vd., 2003).



1.2. Fungal Patojen Botrytis cinerea

Botrytis cinerea Pers. (Sekil 1.3) (Botryotinia fuckeliana teleomorf, Sclerotinia
fuckeliana sinonim) Pezizomycotinia alt subesi i¢inde Sclereotiniceae ailesine ait
bir askomisettir (www.indexfungorum.org) (Tablo 1.1).

B.cinerea’nin hif ve konidia yapilar1 ¢ok gekirdeklidir. Genellikle 3-6 ¢ekirdek
igerirken mikrokonidia tek ¢ekirdek igerir (Grindle 1979; Lorenz ve Eichorn 1983;
Shirane ve ark. 1988, 1989). Geng askosporlar tek bir diploid ¢ekirdek igerirler ve
mayoza giderek dort haploid ¢ekirdek olustururlar. Sonra mitoz ile sekiz askospor
olusur (Lorenz ve Eichorn 1983; Faretra ve Antonacci 1987 ). B.cinerea 2n=16
kromozoma sahiptir.

Cizelge 1.1 Botrytis cinerea taksonomik siniflandirmasi (Index Fungorum)

B.cinerea taksonomik siniflandirma

Domain : Eukarya

Alem : Fungi

Sube - Ascomycota

Sinif : Leotiomycetes

Ordo : Helotiales

Aile : Sclerotiniceae

Cins : Botrytis

Tiir . Botrytis cinerea Pers.

Onceleri Botrytis cinerea anamorf asamanin, Botryotinia fuckeliana teleomorf
asamanin ismi olsa da 2011 yilinda Botrytis cinerea olarak tek bir isim, (one name
one fungus kuralina gore) altinda birlestirilmistir (Wingfield, 2012).



Sekil 1.3 B.cinerea. a)petri goriintiisii, b)misel goriintiisii, ¢)spor yapilari

Bortytis cinsi farkli biyoloji, ekoloji, morfoloji ve konakgi spekterumuna sahip
tirleri olan yiiksek ¢esitlilige sahip bir cinstir (Elad ve ark. 2007). Molekiiler
yontemlerdeki gelismeler Bortytis cinsi i¢inde 30 tiir, 1 hibrit ve bir tiir kompleksi
tanilanmasini saglamistir (Beever ve Weeds, 2004). Bortytis tiirleri, genis konuk¢u
spektrumuna sahip oldugundan, tarim ve g¢igekeilik sektdriinde agir ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Jarvis (1977) Bortytis cinerea’nin 200’ den fazla bitki
tirtinii enfekte ettigini rapor etmis olsa da gliniimiizde 586 bitki cinsini enfekte
ettigi bilinmektedir (Elad ve ark. 2016). Bortytis’in sebep oldugu kursuni kiif
genellikle acik tarlalarda, baglarda ve seralarda goriilmektedir. B.cinerea
nekrotrofik (konuk¢usunu dldiirerek beslenen) bir fungal patojendir. Magnaporte
oryzae’den sonra en Onemli ikinci fungal bitki patojeni olarak litaratiirlerde
bahsedilmektedir. (Dean ve ark., 2012). Botrytis enfeksiyonunun gelisimini
yiiksek nem tesvik eder. B.cinerea’nin dogal suslari arasinda karyotip cesitliligi
siktir ve bazi suglart eslesme genlerinde degisiklik olmaksizin gift-eslilik
gosterebilmektedir. Genom esnekligi ve evrimi transpozonlar gibi hareketli
elementlerin (Biémont, 2010) ve inteinlerin (Liu ve Yang, 2004) varlhigiyla
aciklanabilir.



Botrytis tiirlerinin yasam dongiisii eseyli ve eseysiz ilireme olmak tiizere iki
asamalidir (Sekil 1.3). Biiytikliikleri, tiire gore degisen konidia olustururlar. Nem,
sicaklik ve mikrobiyal aktiviteye bagl olarak kisa omiirliidiir. Cevresel sartlara
dayanikli, 4 mm’ye kadar biiyiiyebilen, sclerotia tiretirler (Holtz ve ark. 2004).
Sclerotia uygun kosullarda ¢imlenip misel ve konidia yapisini olusturur (Sekil
1.4). Sekil 1.5’te ise farkli iireme asamalarinda bitki tiizerindeki belirtileri
goriilmektedir. Erken enfeksiyonlarin sebebinin sclerotia oldugu diistiniilmektedir
(Hsiang ve Chastagner 1992). B.cinerea’nin eseyli tiremesi dogada yaygin olarak
goriilmez.  Bu  durumun  sporokarp  olusmamasindan  kaynaklandigi
disiiniilmektedir (Dewey ve Dawton, 2016). Mikrokonidia, ¢imlenme sonrasi
makrokonidia’dan gelisebilecegi gibi yaslh hiflerin icinden de gelisebilir (Brierley
1918; Fukumori ve ark. 2004), bu durumda mikrokonidianin spermatia olarak
davrandigi dogrulanir. (Fukumori ve ark, 2004). Alict sklerotial yapilarin
spermatia tarafindan déllenmesi, askosporlarin olustugu, apotek (esey yapilari)
olusumunu tegvik eder (Urbasch, 1983). Eseysel uyumluluk iki allele sahip tek
lokus tarafindan kontrol edilir, MAT1 ve MAT2 (Dewey ve Dawton, 2016).
MATI1 ve MAT2 genellikle farkli suslarda olsa da bazi bireylerin her iki tipinde de
dollenebildigi gozlenmistir (Amselem ve ark. 2011).
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Sekil 1.4 B.cinerea yasam dongiisii (Elad ve ark, 2016)
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Sekil 1.5 B.cinerea yasam dongiisiinde goriilen belirtiler. Eseyli tireme laboratuvar
kosullarinda olusturulabilse de dogada nadir goriiliir ve kursuni kiif
epidemiyolojindeki rolii kesin degildir (Elad ve ark., 2016).

Cogu Botrytis tiirleri dar konukgu araligina sahip olsalar da B.cinerea’da bu durum
gegerli degildir (Jarvis, 1977). Ciinkii filogenetik analizlere gore Botrytis tiirleri iki
klada ayrilir. Klad I, 6dikotiledon konakgilarina patojen dort tiir igerirken; klad II,
monokotiledon konakgilarina patojen on bes tiir, 6dikotiledonlara patojen {i¢ tiir
icerir, Botrytis tiirlerinin ortak ayriminin ve konak se¢iminin, evrim siirecinde
gergeklesmedigi, Botrytis’lerin tiirlesme siirecinde, yeni patojenite faktorlerinin
kazanilmasiyla olustugu distiniilmektedir (Staats ve ark. 2005).

Botrytis cinerea’nin neden oldugu kursuni kiif, diinya ¢apinda hem kalitatif (tat,
aroma vb.) hem de Kkantitatif (verim, bitki sayist vb.) kayiplara neden olmaktadir.
Kursuni kiif’lin temel etkileri liziim, domates, biber, patlican, salatalik, ¢ilek,
marul ve diger salatalik malzemelerde, soganli bitkilerde goriilmektedir. Ornegin
kursuni kiif Florida’l ¢ilek iireticilerinin en biiylik sorunlarindan biridir (IFAS
2010).
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1.3. Transpozonlar

Transpozon genom i¢inde konumunu degistirebilen, mutasyon olusturabilen veya
tersine gevirebilen DNA dizileridir. ilk olarak 1950 yilinda McClintock tarafindan
musir bitkisinde (Zea mays) bulunmus ve 1983°te Nobel 6diilii kazandirmistir
(McClintock, 1950). Transpozonlar hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda
mutasyonda insersiyon, delesyon ve yeniden diizenlenmelerle rol oynarlar.
Transpozonlar ¢esitli mekanizma ve yapilarda bulunabilen hareketli genetik
elementlerdir (Feschotte ve Pritham, 2007). Okaryotik genomlarin biiyiik bir
kismmi olustururlar ve hareketleriyle genlerin ve genomlarin sekillenmesinde
biiyiik rol oynarlar. Retrotranspozonlar ve DNA transpozonlari olmak iizere iki
siifi vardir (Kapitonov ve Jurka, 2008). Retrotranspozonlar kendilerini RNA’ya
kopyalarlar ve bu RNA ters transkripsyon ile yeniden DNA’ya déniiserek genom
iizerinde yeni bolgelere yerlesirler. DNA transpozonlart RNA aracisina ihtiyag
duymazlar; transpozas enzimleriyle katalize olurlar (Craig ve ark, 2002).

B.cinerea genomunun yaklasik % 1.3’ i tekrar dizilerinden olusur (Staats ve Van
Kan, 2012). B.cinerea da hem Smif I retroelementler hem de Simif II DNA
transpozonlarina rastlanmigtir (Amselem ve ark, 2011). Kendilerini, genom
tizerinde, bir yerden bagka yere tagiyarak DNA dizilerinin, kromozomlarin, gen
duplikasyonlarinin, inaktivasyonlarinin ve gen ifadesindeki degisimlerinin
potansiyel nedeni olarak goriilmislerdir (Fedoroff, 2012; 2013). B.cinerea’da bazi
elementler inaktif olup atasal transpozonlarin kalintilar1 olarak kabul edilse de
(Deng ve ark, 2013), baz ¢alismalar bunlarin hala genetik gesitlilige katildigin
onermektedir. Dort grup, bir retrotranspozon olan boty ve DNA transpozonu
flipper olmak fiizere iki transpozonun varligina dayanir. (Diolez ve ark. 1995;
Levis ve ark. 1997; Giraud ve ark. 1999). iki transpozonu igeren grup transpoza,
yalnizca tek bir transpozonu iceren boty ve flipper, her iki transpozonu da
icermeyen vacuma grubudur. Bu gruplarin biyolojik ve patojenik davranisi
bulunduklar1 bitki organina ve fungusitlere cevaplarina gore kismi 6zellesme ile
iligskilendirilebilir (Martinez ve ark. 2005; Pollastro ve ark. 2007; Samuel ve ark.
2012).

1.4. Fungusitler

Tarimsal miicadele; bitkilerin, hastaliklardan, zararlilarin ve yabanci otlarin

etkilerinden ekonomik Olgiiler i¢inde Kkorunmasi, {iriniin ve kalitesinin
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arttirllmasidir. Bu basit tanimdan anlagilacagi gibi, tarimsal miicadelede, iiriinii ve
kaliteyi arttirmanin yani sira, ekonomikligi de hedeflemektedir. Modern tarimsal
miicadelenin, “entegre hastalik ve zararli yonetimi (IPM)” goriisiine uygun olarak
yapilmasi ¢evre sagligl i¢in bir 6n kosuldur. IPM ya da kisa big¢imiyle, entegre
savagim denildiginde ise, tarimsal miicadelede bilinen tiim yontemlerden bilingli
ve dengeli bicimde yararlanilarak, insan ve ¢evre sagligina olumsuz etkileri en aza
indirmeyi hedefleyen uygulamalar anlagilir (Delen ve ark., 2005).

Bu yontemlerden bir tanesi de tarim ilaglarinin, yani pestisitlerin kullanildig:
kimyasal miicadeledir. Her ne kadar kimyasal miicadele tarimsal miicadelenin
i¢inde bir yontem ise de, tiim miicadele yontemleri arasinda en ¢ok kullanilanidir.
Ciinkii bilingli ve kontrollii uygulandiginda, kimyasal miicadelenin degisik
avantajlart  bulunmaktadir. Bu avantajlardan baslicalari, diger miicadele
yontemlerine oranla daha yiiksek etkinlige sahip olmasi, daha hizli sonug vermesi,
ekonomikligi, iiriinii, toksin salgilayan organizmalardan tarlada koruyabilmesi ve
bitki gelisimini istenilen yonde etkileyebilmesidir (De Waard ve ark, 1993;
Ragsdele, 1994).

Kisaca deginilen bu avantajlari, kimyasal miicadelenin, modern bitki korumada
uygulanmasi gerekli bir yontem olma 6zelligini, giiniimiizde de siirdiirmesinin
onemli nedenidir. Bu durumun sonucu olarak, diinya pestisit pazari siirekli
genisleme egilimindedir ve her yil yeni pestisitler kullanima sunulmaktadir. Diinya
pestisit tiikketimindeki artis her ne kadar bir ara duraklama trendine girdiyse de
(Anonim, 2003), 1983-1993’te %3.4 olan artis hizi 1993-1995’te %18.5%¢
yiikselmistir (Lorbeer ve ark., 2001), son yillarda, 6zellikle de 2013 ve 2014’te bir
¢ok uluslararasi tarim ilaci firmasiin satiglarinda 6nemli yiikseligler ortaya
cikmustir (Anonim, 2008; 2014).

Gida, Tarim ve Hayvancilik bakanliginin verilerine gore Tiirkiye’de pestisit
kullanim1 1980-2004 yillart arasinda 10-13 bin ton iken 2006 yilinda 18232 ton,
2007°de 18944 ton, 2010°da 20121 ton, 2013’te 24565 tona ¢ikmustir (2017)
(Cizelge 1.2).
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Cizelge 1. 2 Tirkiye’de yillara gore tiiketilen pestisit tiirleri ve miktarlari. 2006-
2013 arasi kullanilan pestisit tiirleri ve kullanim miktarlari. Miktarlar ton cinsinden
verilmigtir. Verilere bakir siilfat ve toz kiikiirt dahil degildir (Delen, 2016).

Tirkiye’de yillara gore tiiketilen pestisit tiirleri ve miktarlart
Yillar Fungusit Insektisit  Herbisit  Digerleri Toplam

2006 4432 3406 5400 5020 18256
2007 4945 3568 4630 5793 18944
2008 4901 3219 5581 6331 20032
2009 2197 5290 2234 5697 15412
2010 7559 2953 6145 3464 20121
2011 9287 3958 10336 3880 27521
2012 8178 3582 8281 5419 25460
2013 8230 3687 7873 4775 24565

Ekonomik agidan degerlendirecek olursak; 2000 yilinda 31 milyar 977 milyon
dolar olan pazar, 2005 yilinda 36 milyar 95 milyon dolara ¢ikmig, 2006 yilinda ise
35 milyar 575 milyon dolara inmistir (Kantarci, 2007). Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi’nin (2017) verilerine gore: 2007 yilinda 598 milyon 466
bin 207 TL iken 2013 yilinda 1 trilyon 200 milyar TL’ye ulagmustir. Pestisit
kullanimindaki artis her ne kadar birim alanda verimi arttirsa da (Lorbeer ve ark.,
2001) gevre ve insan sagligi agisindan sorun yaratmaktadir. Cevre ve insan
sagligmin giderek 6nem kazandig1r gilinlimiizde bu bilesikler gida giivenligi
acisindan da sorgulanmaya baslamistir. Bunun sonucunda pestisit kullanimin
azaltict stratejilerin yaninda (Biirgen ve ark., 2008) daha disiik dozlarda etki
gosterebilecek diisiik riskli fungusitlere karsi ilgi artmistir. Geligmis iilkeler
pestisitlerin  getirebilecegi  tehlikelere karsi ¢evrelerini  ve insanlarini
koruyabilirken iilkemizde pestisitlerin biiyiik Olgiide bilingsiz ve kontrolsiiz
kullanim1 artmaktadir. Patojenlerin bir kimyasal maddeye karsi duyarliligi
azaldikga, ciftciler ayni etkinligi elde etmek i¢in doz yiikseltmekte veya daha sik
uygulamaktadir (Georgopoulos, 1986). Buna karsin mikroorganizmalarda
kimyasal maddeye kars1 duyarlilik azalmas1 da artmaktadir.

Fungusitler etki mekanizmalarina karst ikiye ayrlirlar: Biricisi etki yeri
ozellesmemis, ikincisi etki yeri 6zellesmis fungisitlerdir (Delen, 2016). Etki yeri
Ozellesmemis fungusitlerin  i¢inde elementer kiikiirt, bakirli fungusitler,
ditiyokarbomat’lar bulunmaktadir. Bunlara klasik fungusitler de denilebilmektedir
ve hi¢ birisi sistemik, yani bitki i¢inde tasinabilen ve tasindiklari yerde



13

ozelliklerini gosterebilen 6zellikte degildir (Kuck ve Gisi, 2008). Bu fungusitlerin
organizmada birden fazla metabolik olay1r engelledikleri gdsterilmistir. Bu
fungusitlerle en hizli tepkimeye giren grup sistein’in thiol yapisidir. Temel sistein
yapilariin bloke edilmesi etki yeri 6zellesmemis fungusitlerin asil etki nedenidir
(Delen, 2016).

Etki yeri 6zellesmis fungusitler 1960’larin sonunda piyasaya ¢ikmustir (Kuck ve
Gisi, 2008). Bunlara modern fungusitler de denilebilmektedir ve iigiincii ve
dordiincii nesil fungusitler olarak isimlendirilebilirler. Ugiincii nesil fungusitler
organiktir fakat bitki dokusuna gecebilme Ozelligine sahiptirler. Dordiincii nesil
fungusitler ise bitki biinyesinde olduklarinda patojenlerin bitkiye girisini
engellemekte veya bitki dayanikliligini arttirmaktadirlar (De Waard ve ark., 1993).
Bu fungusitlerin pek cogu sistemik Ozelliktedir. Direng, giiniimiiz fungusit
uygulamalarinda karsilasilan en 6nemli sorundur. Bu sorunu dnlemek amaci ile
diren¢ olusturma olasiligl yiiksek fungusitler ile direnci diisiik olan fungusitler
karigtirilarak direng olusumunun geciktirilmesi amaglanmaktadir (Delen, 2016).
Uzerinde durulmasi gereken en énemli konu; fungusitleri karistirmadan &nce, her
bir bireyin dogaya uyumunun ve duyarli bireylerin direngli bireylerle rekabet
giiciiniin bilinmesidir. Eger direngli bireylerin dogaya uyumlar1 iyi degilse, direng
kazanmig izolatlar duyarli izolatlarla rekabet edemiyor ise olusturulan karisimin

uzun siireli kullanilabilecegi s6ylenebilir (Mikaberidze ve ark., 2014).

Ayrica etki yeri 0zellesmemis fungusitler etki yeri 6zellesmis fungusitlere gore
daha yiiksek dozda kullanilmaktadir (De Waard ve ark., 1993). Ornegin
B.cinerea’ya etki yeri dzellesmemis fungusitlerden thiram’in dozu 2000 g/ha iken
etki yeri 6zellesmis olan fenhexamid’in 750 g/ha’dir (Leroux, 2007).

Etki yeri oOzellesmis fungusitlerin piyasaya sunulmasi devrim olarak
nitelendirilmisse de, bir siire sonra patojenlerin direng kazanmas1 sorunu ortaya
cikmistir. Ornegin B.cinerea meyve ve sebze iiretiminde en 6nemli patojenlerden
biridir ve etki yeri Ozellesmis fungusitlere karsi yiiksek direng kazanma
egilimindedir. Bu nedenle direngliligi 6nleyecek yontemlerin yani sira alternatif
miicadele programlariin da bilingli kullanilmas1 gereklidir (Hahn, 2014).

Carbendazim, benzimidazole grubuna dahil bir fungusittir. B.cinerea’da diisiik
yogunluklarda hif gelismesini engeller, ¢imlenme tiipii sekil bozukluklar1 ve
anormal dallanma olustururlar (Leroux, 2007; Ueyama ve Kurahashi, 2007).
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Fungal tubulin’in B-tubulin alt {initesine baglanarak mikrotiip alanlarini ¢atlatirlar
ve fungal hifin yapisinda bozulmalar olustururlar (Davidse ve Ishi, 1995).

Cyprodinil anilinopyrimidine grubuna dahil bir fungusittir. Cyprodinil metiyonin
biyosentezi ile ilgili enzimleri ve miselyal gelismeyi engelleyerek etki gosterir
(Masner ve ark., 1994; Sierotzki ve ark., 2002).

Fenhexamid sterol biyosentezi engelleyicileri grubuna dahil bir fungusittir. Bu
grup fungusitler kiiltir ortaminda B.cinerea’ya yiiksek etki gosterirken ayni
performans tarla kosullarinda gosterememektedirler (Delen, 2016). Bunun sebebi
fitotoksik etkilerinden dolay1 yeteri kadar yiiksek dozda kullanilamamalaridir.
Fenhexamid sterolim C4 demetilasyon’unda 3-ketorediiktaz engelleyicisidir
(Fengping ve ark., 2014). 0.1 pg/uL’de etkili olmasina karsin 10 pg/ul’ye kadar
¢imlenmeyi durduramamaktadir (Delen, 2016). Fakat eger patojen 10 pg/ul’nin

altinda uzun siire tutulursa ¢imlenme tiipiinde bozulmalar olusmaktadir.
1.5. Tiir Tamlamada Kullanilan Belirte¢ Sistemleri
1.5.1. Morfolojik Belirtecler

Funguslarin morfolojik siniflandirmasinda kullanilan besi ortami, koloni sekli,
koloni dokusu, koloni rengi, koloni biiyiime hizi, konidiofor, konidia sekli,
vezikiil, metula ve fiyalidler, sklerotia varligi, sekli, rengi, boyutu, spor sekli ve
boyutu, sporulasyon derecesi, eseyli lireme agsamasinin bulunup bulunmamasi
degerlendirme Olgiitleri olarak alinmaktadir. Ayrica B. cinerea igin olumsuz
kosullara karg1 dayanmiklikta biiyilk rol oynayan klamidosporlar morfolojik
belirtecler arasindadir.

Daha once bahsedildigi gibi funguslarin yasam dongiilerinde hem eseyli hem
eseysiz safha yer alir. Funguslarin morfolojik siniflandirilmasinda dikkate alinan
ozellikler eseyli asamadaki yapilardir (Moore-Landecker, 1996). Onceden
deginildigi gibi B.cinerea’nin eseyli {iremesi dogada nadiren ger¢eklesmektedir.
Eseyli treme yapilari tespit edilemeyen funguslarin siniflandirilmasi eseysiz
sporlara gore yapilir ve bu siniflandirmaya anamorfik siniflandirma denir (Sneh ve
ark, 1991). Morfolojik siniflandirma gézlemlere dayalidir ve hata yapma olasilig
yiiksektir. Morfolojik beliregler ordo veya familya diizeyinde iyi sonuglar verse de
daha alt diizeylerde giivenilirligi azalmaktadir (Lutzoni ve ark., 2004).
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1.5.2. Molekiiler Belirtecler

Molekiiler tanilamanin geleneksel tanilamaya iki oOnemli distiinligi vardir.
Birincisi tanilama ¢ok az miktarda ornekle gergeklestirilebilir, ikincisi ise diger
yonteme gore daha dogru sonuglar verir. Sadece hedeflenen organizmanin
DNA’sma baglanan molekiiler problar kullanilarak ilgilenilen DNA milyon
katlarda ¢ogaltilir, dizilenir ve elde edilen dizi veri bankasindaki dizilerle
karsilastirilarak tanilama yapilir. Glinlimiizde giivenilirligi daha yiiksek olan
molekiiler yontemler morfolojik yontemlerin yerini yavas yavas almaktadir.

Belirteg secerken su noktalara dikkat etmek gerekir: tekrarlanabilirlik, glivenilirlik,
kolay analiz, otomasyon uygunlugu ve maliyeti. Bu ozellikler tek bir belirtecte
olmadig1 i¢in bu ozelliklerden en fazla uygunluk gosteren segilmelidir (Tamam,
2008).

Giintimiizde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) biyolojinin pek ¢ok alaninda
farkli amaglarla kullanilmaktadir. Genetik cesitlilik ve populasyon genetigi
calismalarinda, rekombinant DNA c¢aligmalarinda, gen klonlamada, molekiiler
sistematik  caligmalarda, mikroorganizmalarin  tanilanmasinda, blotlama
islemlerinde, cDNA kiitiiphanelerinin olusturulmasinda gibi pek c¢ok islemde
kullanilmaktadir.

PCR’1n ¢ temel asamasi vardir. Bunlar: denatiirasyon, baglanma ve uzamadir.
Denatiirasyon asamasinda ¢ift iplikli kalip DNA 1s1 yardimi ile denatiire edilir ve
tek iplikli hale getirilir. Primer bu tek iplikli DNA iizerinde kendine komplementer
olan bolgeye baglanir. Taq DNA polimeraz enzimi ortamdaki dNTP'leri
kullanarak yeni DNA ipligini sentezler. Bu asamalarin hepsi bir dongiiyii
olusturur. Bu dongii baslangica donerek 30-45 kez tekrar eder. PCR bilesenleri
10X Taq DNA polimeraz tamponu, MgCl,, dNTP’ler, primerler, kalip DNA ve
Tag DNA Polimeraz enzimidir. Tag DNA polimeraz tamponu enzim i¢in uygun
calisma ortami hazirlayan tampondur. MgCl, enzimin ¢alismasi igin gerekli
kofaktor olarak is goriirken dNTP’ler enzimin zincire ekleyecegi niikleotitlerdir.
Primerler enzimin baglanacag serbest 3°-OH ucunu saglarlar. Taq DNA
polimeraz enzimi kalip DNA’dan hedef bolgeyi ¢cogaltir.

Funguslarin molekiiler tanilanmasinda kullanilan yontemleri hidridizasyona dayali
yontemler ve PCR’a dayali yontemler olarak ikiye ayirabiliriz. Hibridizasyona
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dayali yontemlerin arasinda floresan problar kullanarak kromozomun belirli
bolgelerine yiiksek dizi benzerligi ile baglanma saglayan molekiiler bir teknik olan
Floresan In-Situ Hibridizasyon (FISH) (Langer-Safer ve ark., 1982) ve
mikroskobik DNA parcalarinin kat1 bir yiizeye tutundugu ve hedef DNA’larin bu
kat1 yiizeydeki bu problara baglanmasi prensibiyle calisan DNA mikrogip
hibridizasyon gelmektedir (Pollack ve ark., 1999).

PCR’a dayali yontemler evrimsel siirecte konunmus, kolay ¢ogaltilabilen DNA
bolgelelerinin  kullanildigi  yontemlerdir. Funguslarin molekiiler tanist i¢in
kullanilan resmi DNA bolgesi rDNA internal transcribed spacer (ITS) bolgesidir
(Schoch ve ark., 2012). Fakat bazi durumlarda ITS bolgesi yeterli
gelmeyebilmekte, baska bir bolgenin de kullanilmasi gerekmektedir. Bu amagla
kullanilacak bolgeler ITS de oldugu gibi evrensel bolge olmasi, yani tanilanmak
istenen canli grubunun biitiin {iyelerinde bulunmasi, PCR’da kolay ve verimli bir
sekilde gogaltilabilmesi gerekmektedir. Bu ozellikleri tasiyan calmodulin (CAM),
B-tubulin (BenA), Aktin (ACT), Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) ve
RNA polimeraz II biiyiikk alt birimi (RPB2) yine funguslarin tanilanmasinda
kullanilmaktadir (Yoltas, 2017). RBP2 bolgesi ITS bolgesine gére PCR’da daha
zor ¢ogaltilmaktadir (Vétrovsky ve ark. 2016). Ayrica Ascomycota ve
Basidiomycota digindaki fungal tiirler i¢in diisiik verim alinmaktadir (Xu ve
Adamowicz, 2016). CAM ve BenA, RPB2’ye gore daha kolay amplifiye olsa da
protein kodlayan genlerin kopya sayisinin tekrar bolgelerine gore daha az olmasi
¢ogaltilmalarini zorlastirmaktadir (Raja ve ark., 2017). GAPDH bolgesi 300 bg’lik
bir bolgeyi ¢ogaltmakta fakat bu uzunluk yakin tiirlerin birbirinden ayrilmasinda
her zaman yeterli gelmeyebilmektedir. Tir seviyesindeki tanilamalar igin ITS en
kullanigh ve hizli evrimlesen rDNA bolgesidir (Raja ve ark., 2017). Kolay
amplifiye olmasi, yaygin kullanimi ve uygun biiyiiklikteki barkod boslugu
(interspesifik ve infraspesifik arasindaki cesitlilik farki) nedeniyle mikologlar
birligi tarafindan funguslar i¢in resmi DNA barkodu olarak secilmistir (Schoch ve
ark, 2012). Dahas1 ITS bdlgesinin next-generation sequencing (yeni nesil dizileme)
gibi amplikonlar1 klonlamaya gerek duymayan modern dizileme yontemlerine
daha elverisli olmasi, ITS nin se¢ilmesinde katki saglamistir (Raja ve ark, 2017).

Ayrica Real-Time PCR uygulamalariyla hedef tiire uygun primerler kullanarak
hem tiir tan1lama hem de nicel bir sonug elde edilebilmektedir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Botrytis cinerea populasyonlarindaki transpozon sikligi ve fungusit direngliligini
belirmek amaciyla Diinyanin degisik yerlerinde yetisen g¢ilek, iizim ve diger
meyvelerle ilgili farkli ¢alismalar yapilmustir. Fungusit direngliligi c¢alismalar
sayica fazla olmakla birlikte transpozon sikligi ile ilgili ¢alismalarin sayis1 giderek
artmaktadir. B. cinerea’nin fungisit direncliligi ile ilgili caligmalar Tiirkiye’de de
yapilmig fakat transpozon sikligi ile ilgili Tirkiye’de yapilan bir caligmaya
rastlanmanmustir.

2.1. Diinya’da Yapilan Cahsmalar

Diolez ve ark. (1995) B. cinerea’da boty transpozonunu tanimlamiglardir. DNA
dizi analizleri ile LTR’lere sahip retrotranspozonlar olduklarini1 gostermislerdir.
Transpozon iginde ORF’leri, ters-transkriptaz dizisini ve pol gen bolgelerini
bulmusglardir. Boty elementine bazi suglarda rastlaylp bazi suslarda
rastlamamiglardir ve bunlar1 Boty igeren ve Boty icermeyen olarak ikiye

ayirmiglardir.

Levis ve ark. (1997) B. cinerea’dan flipper elementini izole etmislerdir. Elementin
icinde ITR, ORF ve transpozaz dizilerini bulmuslardir. Flipper elementinin B.
cinerea’da 0-20 kopya arasinda rastlandigini sdylemislerdir.

Giraud ve ark. (1997) RFLP belirtegleri kullanarak B. cinerea’nin genetik
cesitliligini incelemisler ayrica transpozon bulundurup bulundurmamasina gore iki
gruba ayirmiglardir, transposa (boty, flipper igeren) ve vacuma (transpozon
igermeyen). Transposa’nin yerlesik ve iyi adapte oldugunu fakat vacuma’nin
hareketli populasyonlar oldugunu 6nermislerdir.

Alfonso ve ark. (2000) RAPD belirtecleriyle Almeria (Ispanya)’da B.cinerea
populasyonlarinin genetik ¢esitliligini arastirmiglardir. Kullandiklar1 79 belirtegten
46’sm1 polimorfik, 33’{inii monomorfik oldugunu belirlemislerdir. Toplam genetik
gesitliligin % 98’ini alt-populasyonlar olustururken, % 2’sini alt-populasyonlar
arasi ¢esitliligin olusturdugunu séylemislerdir.

Muiioz ve ark. (2002) Sili’deki B. cinerea populasyonlarinin genetik

karakterizasyonunu arastirmislardir. Uziim, domates, kiwi ve yaban mersinin’den
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ornek almiglar, transposa ve vacuma gruplarmi tanilamiglardir. Bunun yaninda
sadece Boty elementini bulunduran izolatlara da rastlamislardir. Yaptiklar1t RAPD
ve RFLP analizleriyle tiiriin yiiksek genetik ¢esitlilik gosterdigini belirtmislerdir.

Vaczy ve ark. (2004) Eger (Macaristan)’de B. cinerea populasyonlarinin genetik
karakterizasyonunu ¢alismiglardir. Analiz MSB1 minisatellite dizilerinin ve
transpozonlarin varlig test edilerek siirdiiriilmiistiir. Dizi analizleri yiliksek genetik
cesitliligi belirlemis ve alellerin kombinasyonunun bdlgede eseyli iiremeyle
gerceklestigini gostermislerdir.

Ma ve Michailides (2005) Kalifornia’da B. cinerea’nin farkli konakgilardaki
populasyonlarinin genetik yapisini aragtirmiglardir. Arastirmada transpozonlari,
MP-PCR ile fiiretilen mikrosatellitlerin  DNA parmak izini ve fungusit
hasssasiyetini kullanmuslardir. Iki yiiz otuz dért izolat: test etmisler, 195’inde her
iki TE’ye (boty ve flipper) rastlarken, 38’inde sadece boty ve sadece birinde higbir
TE’ye rastlamamislardir. MP-PCR belirtecleriyle ¢ikarilan fenograma dayanarak
izolatlarin konakg¢iya veya TE’lere gore kiimelenmedigini sdylemislerdir.
Analizler konakgiya gore onemli bir genetik farklilik olmadigimi gostermistir.
Populasyonlar arasi1 genetik cesitliligi % 96 olarak hesaplamislardir.

Kretschemer ve Hahn (2008) Almanya’daki tiziim baglarindaki B. cinerea
izolatlarinin genetik ¢esitliligini ve fungusit direngliligini ¢aligmiglardir. Yaptiklar
deneylerin sonucunda diisiik frekansta fungusit direncliligini (fenhexamid % 1.9,
carbendazim % 3.4, cyprodinil % 3.8) hesaplamislardir. izolatlarin biiyiik
cogunlugu (% 62.7) iki TE’yi de i¢eren transposa grubu, % 23.7’si boty, % 14.4’i
her iki TE’yi bulundurmayan vacuma grubu oldugunu bulmuslardir. RFLP
analizleri % 88’lik genetik ¢esitlilik oranin1 géstermistir.

Vaczy ve ark. (2008) Macaristan’daki {izim baglarindaki B. cinerea
populasyonlarimin esey rekombinasyonlarini arastirmiglardir. Yiiz dokuz ornekle
yaptiklar1 ¢alismada 74 adet transposa, 13 adet flipper, 12 adet boty ve 10 adet
vacuma grubu izolata rastlamiglardir. Bes mikrosatellit bolgesiyle yaptiklart
analizle 109 izolatta 55 mikrosatellit haplotipi elde etmislerdir.

Isenegger ve ark. (2008a) Banglades’te nohut tarlalarinda B. cinerea’nin genotipik
cesitliligini ve klonlarin goglinli mikrosatellit belirtegleriyle arastirmislardir.
Dokuz mikrosatellit bolgesi kullanarak 146 B. cinerea izolatinda 51 alele
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rastlamislardir. Populasyon i¢i ve toplam genetik cesitlilik oranmi yiiksek
bulmuslardir (Hs: 0.48, Hy: 0.54). Azami genetik c¢esitligin populasyonlar arasi
farklilik gosterdigini sdylemisler ve 69 adet haplotip bulmuglardir. Bolgeler arast
genotip akigina rastlamiglar ve klon hatlarinin yayilim gosterdigine isaret ettigini
sOylemislerdir.

Isenegger ve ark. (2008b) Giiney Asya ve Avustralya’daki B. cinerea tiir
komplekslerinin durumunu ve transpozon gruplarmin mikrosatellit analizlerini
yapmiglaridir. B. cinerea’nin Grup I ve Grup II olmak tizere iki kriptik tiirdi, yani
birbiriyle ayni morfolojik goriinlime sahip fakat lireme bakimindan yalitilmig
tiirler, oldugunu sdylemisler ve bu kriptik tiirlerin Giiney Asya ve Avustralya’daki
varhigini test etmislerdir. Her iki bolgeden toplam 169 mikrosatellit haplotipi ve
Cleaved Amplified Polymorphic Sequence (CAPS) profillerinin sadece Grup
[I’nin varhigmi gosterdigini sdylemislerdir. Grup I’in olmamasimi B. cinerea
izolatlarinin Avrupa’dan Asya ve Avustralya’ya gogiiniin sinirlandigina isaret
ettigini sOylemislerdir. Boty ve flipper transpozonlarinin varligina bagli olarak
dort transpozon grubu belirlemislerdir. Banglades’te flipper ve transposa yiiksek
siklikta gozlenirken Hindistan ve Nepal’de ise boty gézlemlenmis Avustralya’da
ise transposa ve boty g6zlenmistir.

Decognet ve ark. (2008) B. cinerea populasyonlarimin domates seralarina
verildikten sonraki hizli genetik cesitlilik degisimini aragtirmislardir. Seralardaki
dort ayr1 bolime iki farkli B. cinerea susu uygulamiglar, hastalik geligimini
gozlemlemigler ve genetik cesitlilik degisimini mikrosatellit belirtegleriyle
belirlemiglerdir. Dogal olarak gergeklesen hava kaynakli B. cinerea’da yiiksek
genetik gesitlilik gdzlenmis ve seralara verilen izolatlarla hizlica yer degistirmistir.
Yer degisimi ilk 14 giinde % 66 diizeyindeyken 60’inc1 giinde % 91°e ¢ikmuistir.
Bu durumun ikincil inokulumun hastalik gelisiminde 6nemli rolii oldugunu

onermislerdir.

Martinez ve ark. (2008) Fransa {iziim baglarindaki B. cinerea dagilimini
belirlemek i¢in yeni PCR primerleri uygulamislardir. Grup I ve Grup I[I’nin
genetik gruplarinin varhigini ve ikinci grubun TE’leri igerdigini séylemislerdir.
Bordeaux {iziim baglarindaki populasyonlarda Grup I oranmin disik (% 2.3)
oldugunu belirtmigler ve Grup II olarak belirlenen izolatlarda dort transpozon
grubuna da rastlandigini belirtmiglerdir. Flipper dizisi i¢in tasarlanan bu ilk primer
cifti beklenmeyen 2287 bg’lik bir dizi ¢ogaltmistir. Bu dizinin 5’ ucu dizilenmis ve
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flipper elementinin potansiyel giris bolgesi olarak tanimlanmis ve yeni PCR
primerlerinin tasarlanmasina olanak sagladigini sdylemislerdir.

Zhao ve ark. (2009) B. cinerea’da boty-Il LTR retrotranspozonunu
tanimlamiglardir. Calismalarinda iki tam (boty-I1 76, boty-11 103) iki kismi (boty-I1
95, boty-1l 141) LTR retrotranspozonu in-slico genomik analiz ile

tanimlamiglardir.

Fekete ve ark. (2012) Macaristan’da B. cinerea kriptik tiirlerinin genetik
cesitliligini arastirmislardir. Topladiklart 6rnekler icinde hem Grup I hem de Grup
II tiirlerine bulmuslar ve daha 6nce Grup I tiirlerinde goriilmedigi bildirilen
boty’ye rastlamiglardir. Bu durumun tiiriin genetik g¢esitliligin  arttigina
yorumlamislardir. Fenhexamid direnci veya eseysiz spor biiytikliigli gibi fenotipik
belirteclerin kriptik tiirleri ayirmaya uygun olmadigini belirtmislerdir.

Kuzmanovska ve ark. (2012) domatesten izole edilen B. cinerea izolatlarinin
fenotipik ve genetik karakterizasyonunu c¢alismuglardir. Yiiz yirmi ii¢ izolatla
caligmiglar ve misel yapisi, sporulasyon ve sklerot iiretimine gore 9 farkli fenotip
tanilamiglardir. Kullandiklar1 123 izolattan 20 tanesini transposa, 48 tanesini
vacuma ve 55 tanesini flipper olarak tanilamislardir. Yaptiklari analizlerde fenotip,
izolasyon yeri ve transpozonlar arasinda herhangi bir iliskiye rastlamamuiglardir.

Samuel ve ark. (2012) Yunanistan’da ¢esitli konakgilardan elde ettikleri B. cinerea
izolatlarinin transpozon sikliklarma bakmuslardir. Elde ettikleri sonuglarda dort
transpozon grubuna da rastlamiglardir. Domates, salatalik, iiziim ve cilekte
transposa izolatlarinin daha fazla oldugu, kivi ve elmada ise vacuma izolatlarinin
baskin oldugunu bulmuslar ayrica flipper izolatlarinin da yiiksek siklikta oldugunu
sOylemislerdir.

Asadollahi ve ark. (2013) iki acik tarladan aldiklar1 B. cinerea populasyonlarinin
karsilagtirmasint ~ yapmuslardir. Bu  karsilagtirmada ¢ farkli  veri seti
kullanmuslardir. flki ADP-ATP translokaz ve nitrat rediiktaz enzimlerinin RFLP
kesim verisi, ikincisi ise MSB1 minisatellit verisi ve liglincisii de bes mikrosatellit
lokusunun biiytiklikleridir. Populasyon yapilarim1 Nei’nin gen ve haplotip
cesitlilik modeline gore, benzer olarak bulmuslardir. F istatistikleri (Fsr, Gsr) ve
gen akisiin simpatrik populasyonlar iginde siiregelen bir farklilasmayi
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gosterdigini  sOylemisglerdir. Yaptiklar1 analizlerin  sonucunda ¢ok yillik
konakgilarda, konake1 6zellesmis farklilagmanin oldugunu séylemislerdir.

Kecskemeti ve ark. (2014) Almanya’da liziim baglarindaki B. cinerea izolatlarinda
transpozon ve mikoviriislerin varligina bakarak B. cinerea genetik ¢esitliligini
arastirmuslardir. Incelenen izolatlarm % 98’inde transpozon, % 37’sinde ise
mikoviriise rastlanuglardir. Izolatlardaki transpozon ve mikoviriislerin varliginin

birbirinden bagimsiz oldugunu soéylemislerdir.

Lorenzini ve Zapporoli (2014) {izimlerden B. cinerea’dan morfolojik ve
filogenetik olarak farkli olasi yeni bir Botrytis tiirii izole etmislerdir. B.cinerea
popiilasyonlarinin gézlemini yaparken taksonomik olarak tanilanmamus bir izolata
rastlamuslardir. Molekiiler tanilamada B. cinerea tiiriinden farkli bir sonug elde
etmisler fakat izolatin Botrytis cinsine ait oldugunu bildirmislerdir.

Vercesi ve ark. (2014) fungusit uygulanmis ve uygulanmamis B. cinerea
populasyonlarinin karakterizasyonunu yapmislardir. Bir fungusit uygulanmamus,
bir fenhexamid uygulanmis ve bir de cyprodinil + fludioxonil uygulanmig
populasyonlarda arastirma yapmuglardir. Tekrarlanan fungusit kullaniminin
transpozon dagilimina etkisini arastirmiglar ve vacuma izolatlarinin ¢ogunlukta,
transposa, boty ve flipper olarak azalan sekilde goriildiigiinii belirtmiglerdir.

Fungusit uygulamasinin, transpozon dagilimini etkilemedigini 6nermislerdir.

Kumari ve ark. (2014) Hindistan ve Nepal’deki, B. cinerea izolatlarinin genetik ve
patojenik cesitliligini analiz etmislerdir. RAPD analizi, transpozon varlig1 ve esey
gen tiplerini analizlerinde kullanmiglardir. Transpozonlarla patojenitenin iligkili
oldugunu dnermisler ve transposa grubunun patojenitesinin daha yiiksek oldugunu

sOylemislerdir.

Fernandez ve ark. (2014) hastalik belirtisi gostermeyen elmalarda latent
enfeksiyon asamasindaki B. cinerea’larin transpozon varligimi belirlemeye
calismiglardir. Flipper ve Boty transpozonlarini kullanarak depolama sirasinda
hastalik belirtisi gostermeyen elmalarda B. cinerea varligin1 belirlemeye
calismiglardir. Elde edilen PCR sonuglar ile ELISA sonuglart karsilastirilmis ve
anlamli bir korelasyon gosterdigini sOylemislerdir. Metotlarinin, transpozon
gruplarini belirleyerek alt populasyonlarini tespit ettigini ve bunun uygun kontrol
stratejileri gelistirmede kullanilabilecegini sdylemislerdir.
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Fernandez-Ortuna ve ark. (2014) B. cinerea’nin yedi farkli kimyasala karst
direngliligini test etmislerdir. Tiyofenol-metil, piroclostrobin, boscalid, cyprodinil,
fenhexamid, iprodione ve fludioxonil’e karsi yapilan testlerde 2012 6rneklerinde
sirastyla %76, 42, 29, 27, 25, 3 ve 1, 2013 6rneklerinde sirastyla %85, 89, 5, 17,
26, 2 ve 1 olarak belirlemislerdir.

Grabke (2014) Giiney Carolina’da yaptigi tez c¢alismasinda cileklerde B.
cinerea’nin fungisit direncinin molekiiller mekanizmalarin1 ve kontroliinii
arastirmigtir.  Fungisit olarak dicarboximide iprodione ve hydroxyanilide
fenhexamid kullanmistir. Toplanan izolatlarmn %16,8’inin fenhexamid’e direngli
oldugu, % 2’sinin iprodione’e orta direngli ve %17,6’sinin iprodione diisiik
direncli oldugunu bulmustur. Fenhexamid’e direncin erg27 genindeki niikleotit
degisimiyle iligkili oldugunu gozlemislerdir. Iprodione direncin bosl genindeki

mutasyonlarla iligkili oldugunu gézlemlemislerdir.

Panebianco ve ark. (2015) 2009-2013 yillar1 arasinda Sicilya’da asma
bahgelerinde ¢oklu fungisit direncine sahip B. cinerea izolatlarini belirlemislerdir.
Alt1 farkli fungisit grubu kullanmiglar ve orneklerin % 45,7’sinin en az bir
fungisite karst direncli oldugunu bulmuslardir. Otuz 6rnegin ise ¢oklu fungisit
direnci gosterdigini belirtmislerdir.

Li (2015) Giiney Carolina’da yaptigi tez calismasinda bogirtlenlerden yeni
Botrytis tiirlerinin karakterizasyonu ve B. cinerea’min fungisit direnci {izerine
calismistir. Calismalar sonucunda Botrytis caroliniana tiiriinii tanilamislardir. Tir
tamlamasinda G3PDH, HSP60 ve RPB2 gen bdlgelerini kullanmuglardir. Ornek
aldiklart 6 bolgenin 4’tinde B. cinerea ile B. caroliniana’nin ayni anda
bulundugunu gézlemlemislerdir. Fungisit direng ¢alismasi 198 B.cinerea izolati
tizerinde  gergeklestirilmis, % 72’sinin  thiophanate-methyl’e, %59 unun
pyraclostrobin’e, %56’simin boscalid’e, %11’inin fenhexamid’e, %10 unun
cyprodinil’e, % 8,6’sinin iprodione ve %]1’inin fludioxonil’e direngli oldugunu

gormiiglerdir.

Wessels ve ark. (2016) Giiney Afrika’da armut ¢igeklerindeki B. cinerea
populasyonlarinin  genetik yapisini  ve fungusit direncini arastirmiglardir.
Yaptiklart mikrosatellit analizi sonucunda total gen ¢esitliligini, populasyon igin
hesaplanan ortalamanin (H) iizerinde bulmuslardir. Armut bahgeleri arasi gen
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akiginin oldugunu séylemislerdir. Yapilan iligki analiz indekslerine (I, ve Tp) gore
populasyonlarin genellikle eseysiz iiredigini soylemislerdir.

Lopes ve ark. (2017) Brezilya’da yaptiklar1 ¢alismada B. cinerea’nin fungusit
direncliligini arastirmiglardir. Caligmalarinda pyraclostrobin, iprodione ve
thiophanate-methyl’in farkli konsantrasyonlarini kullanmiglardir. Direngliligi
hesaplamada etkin doz (ECsy) degerini kullanmuslardir. izolatlarin %93’iiniin
thiophanate-methyl’e, %53’iiniin iprodione’e ve %?25,7’sinin pyraclostrobin’e
direncli oldugunu bulmuslardir.

Rupp ve ark. (2017) Almanya’da yaptiklar1 ¢alismada cileklerde kursuni kiife
neden olan B .cinerea’dan farkli bir tiir tammmlamuglar ve Botrytis fragariae olarak
adlandirmiglardir. Bu yeni tanimlanan tiiriin B. cinerea gibi hem kis hem de bahar
aylarinda goriilmedigini, sadece kig aylarinda goriildiiglinii belirtmislerdir.

Kanetis ve ark. (2017) Kibris’ta ekin seralarindaki B. cinerea populasyonlarinin
fungusit  direnclilik  profillerini ve genetik yapisim  aragtirmiglardir.
Arastirmalarinin  sonucunda seralardaki izolatlarm yalmizca % 8,6’sinin
fungusitlere kargt hassasiyet gosterdigini bulmuslardir. Populasyonlarin %
67,3 tinde ¢oklu fungusit direncine rastlamiglardir. Esey alellerinde MAT-1 tipinin
frekansinin MAT-2 frekansina gore daha yiiksek oldugunu géstermislerdir.

Zhang ve ark. (2017) Cin’deki, liziim baglarindaki B. cinerea izolatlarinin
karakterizasyonunu yapmiglardir. On bes ilden 135 ornekle caligmislardir.
Karakterizasyonu MAT-1 ve MAT-2’nin esey alellerine, Bc-hch geninin RFLP
profiline ve transpozon varligina gore yapmuslardir. Arastirmalarinin sonucunda
71 MAT-1, 64 MAT 1-2 izolatina, RFLP sonucunda ise biitiin izolatlarin Grup
II’ye ait oldugunu, transpoza’nin % 51,9, boty’nin % 33,3, flipper’in % 10,4 ve
vacuma’nin ise % 4,5 oraninda bulmuslardir. Yaptiklar1 mikrosatellit analizleri
sonucunda 135 drnekte 127 genotipe rastlamiglardir.

2.2. Tiirkiye’de Yapilan Calismalar

Burgak ve Delen (2001) tiziimlerden izole ettikleri B. cinerea izolatlarina bazi
fungisitlerin etkilerini arastirmiglardir. Denemelerinde procymidone, iprodione,
imazalil, carbendazim, myclobutanil kullanmislardir. Analizler sonucunda

carbendazim harig diger fungisitleri etkili bulmuslardir.
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Saribiyik (2005) yaptigi tez calismasinda Aydin ilindeki ¢ileklerde goriilen kursuni
kiif hastaliginin kimyasal miicadelesi lizerine yaptig1 ¢alismasinda en az hastalikli
bitkinin  2002-2003 sezonunda cyprodinil+fludioxonil, procymidone ve
fenhexamid uygulanan alanlarda, 2003-2004 sezonunda ise fenhexamid,
cyprodinil+fludioxonil, iprodione, procymidone uygulanan alanlarda gordiiklerini
bildirmislerdir.

Demir (2009) yaptigi tez caligmasinda marulda B. cinerea’ya karsi in-vitro
kosullarda biyolojik savasim olanaklarini arastirmiglardir. B. cinerea izolatina
kars1 Trichoderma harzianum, T. viride, Sim Derma (T. harzianum KUEN
1585)(10° kob/g) ve Bacillus subtilis (10° kob/g)’in biyolojik formiilasyonlarinin
etkilerini  denemislerdir. Kontrol fungisiti olarak captan ve fenhexamid
kullanmiglardir. Sim Derma ve B.subtilis misel gelisimini %100 baskilarken, T.
harzianum %56,87, T. viride % 73,85 oraninda baskiladigini1 bulmuslardir.

Soylu ve ark., (2010) yaptiklar1 ¢alismada B. cinerea’ya karsi ¢esitli bitkilerin
esansiyel yaglarinin in-vitro antifungal etkisine bakmuslardir. Kekik, lavanta ve
biberiye bitkilerinin 6ziitlerini kullanmiglar ve oziitlerin sivi ve ugucu fazlarimin

doza bagl olarak biiyiimeyi inhibe ettigini gostermislerdir.

Yesil¢ollii ve ark. (2011) Ege bolgesinde ¢ilek yetisen alanlarda viriis kaynakli
hastalik etmenlerini arastirmiglardir. 211 6rnekle ¢aligmiglar, 85 Grnegin enfekte

oldugunu gozlemlemisler ve 7 farkli viriis tiirline rastlamiglardir.

Altinok (2012) Antalya ve Mersin illerindeki ortiialti patlican ekim alanlarindaki
kursuni kiif ve beyaz ciirlikliik hastaliklarinin yayilma oraninin aragtirmistir.
Antalya ilinde ¢alisilan alanin % 59’unun kursuni kif, % 19’unun ise beyaz
curiikliik hastaligiyla, Mersin ilinde caligilan alanin % 46’s1 kursuni kiif, %
16’smin ise beyaz ¢liriikliik hastaligiyla enfekte oldugunu bulmustur.

Sezer ve Dolar (2012) Ordu, Giresun ve Trabzon illerindeki findik tiiretim
alanlarinda ¢otanaklarda hastalik olusturan B. cinerea’nin yaygmligi ve bazi findik
gesitlerinin bu patojene verdikleri tepkileri arastirmuglardir. B. cinerea'nin
yaygmligr Ordu'da % 92,00, Giresun'da % 85,71 ve Trabzon'da % 64,86 olarak
tespit etmislerdir. Cesit reaksiyon denemesinde Cakildak ¢esidinin % 33,33 - %
61,11 hastalik siddeti degerleri ile etmene karsi diger bes ¢eside kiyasla daha

tolerant oldugu sonucuna varmslardir.
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Ugar (2014) yaptig1 tez ¢alismasinda Aydin’daki gilek ¢esitlerinde kursuni kiif ve
kiilleme hastaliginin bulunma oran1 ve hastalik siddetini arastirmistir. Kursuni kiif
hastaliginin Ocak ay1 baslarinda goriillmeye baslandigini ve nemin yiiksek oldugu
donemlerde iist noktaya ulastigini belirlemistir. Kiilleme hastaliginin ise Kasim ay1
sonlarinda ortaya ciktigini ve Aralik ayinin ortalarinda {ist noktaya ulastigini

gozlemlemistir.

Dinler (2014) yaptig1 tez calismasinda cilek fidelerinde toprak kaynakli fungal
elementlerin saptanmasi tizerine ¢aligmistir. 2009-2011 yillar1 arasinda 2366 ¢ilek
fidesiyle ¢alismiglar ve 1014 izolat elde etmislerdir. Caligmanin sonucunda 291
adet Fusarium spp., 153 Rhizoctonia spp., 4 Macrophomina sp., 9 Cylindrocarpon
sp. cinslerine rastlamislardir.

Un (2015) yaptig1 tez calismasinda Aydin ilinde ¢ilekteki fungal kontaminasyonun
molekiiler tanis1 ve B. cinerea’nin genetik yapisini arastirmistir. Onbir farkli cins
ve 20 tiir tanilamasi1 yapmuslardir. Dokuz mikrosatellit bolgesi kullanmislar ve
genetik bir yapilanma oldugunu tespit etmislerdir.

Kaynak oOzetlerinde goriildiigii lizere B. cinerea’nin transpozon yapisi iizerine
iilkemizde yapilan bir calisma mevcut degildir. Bu tarz calismanin Diinya’da
ornekleri bulunmakla beraber sayis1 ¢ok fazla degildir. Onceden de degindigimiz
gibi B.cinerea genetik yapisini hizli degistirebilen bir tiirdiir. Tez ¢alismamizda,
bu hizli degisimin etmenlerinden biri olan transpozonlarin populasyonlar i¢indeki
frekansini belirleyerek populasyon dinamiklerinin belirlenmesi yoniinde bir adim
atmak ve belirlenen transpozon frekansina bagli olarak, en yaygin kullanilan iig

fungisite kars1 direnglilik durumlarini belirlemek amaglanmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.  Orneklerin Toplanmasi ve izolatlarin Saflastirilmasi
3.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Ornekler Aydin ve Mersin illerinden 2015 yili Aralik ve 2016 yili Nisan aylarinda
ozellikle cilek iiretiminin en fazla gergeklestigi Atca, Sultanhisar, Yenipazar,
Anamur ve Silifke ilgelerinden, her lokaliteden en az 20 6rnek olacak sekilde,
Botrytis cinerea kontaminasyonunun oldugu diisiiniilen meyveler toplanmistir.
Ornekler kilitli posetler kullanilarak muhafaza edilmistir. Toplanan drnekler arag
buzdolabi  kullamlarak ~ Adnan  Menderes  Universitesi ~ Mikrobiyoloji
Laboratuvarina getirilmislerdir. Meyveler, saflagtirma islemine baglayana kadar +4
°C’de saklanmustir.

3.1.2. Kullanilan Besiyeri ve Cozeltiler
Potato Dextrose Agar (PDA)

Cizelge 3. 1 PDA besiyeri bilesen ve miktarlar

Potato Dextrose Agar (PDA)

Bilesen Miktar
Potato Infusion 4 g/L
D(+) Glukoz 20 g/L
Agar Agar 15g/L
pH 35+0.2

Litrede 39 g olacak sekilde distile su ile hazirlanir. 121 °C’de 15 dk otoklavda
sterilize edilir. 5mL’lik kryotiipler iginde yatik olarak hazirlanmis ve 6rneklerin

stoklanmasinda kullanilmigtir.
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Malt Extract Agar (MEA)

Cizelge 3. 2 MEA besiyeri bilesen ve miktarlar

Malt Extract Agar (MEA)

Bilesen Miktar
Malt extract 30 g/L
Mikolojik pepton 5 g/L
Agar Agar 15 g/L
pH 54+0.2

48 g/L olacak sekilde distile su iginde 1sitilarak eritilmis, 5 mL’lik kriyotiiplere
dagitilmis ve otoklavda 121 °C’de 10 dakika sterilize edilmistir. Tiipler yatik
pozisyonda konularak, agarin yatik sekilde donmasi saglanmistir. Kiiflerin stok
kiiltiir yapilarak +4 °C’de uzun siire saklanmasi i¢in kullanilmustir.

Fizyolojik Tuzlu Su Cozeltisi (FTS)

Cizelge 3. 3 FTS bilesen ve miktarlari

Fizyolojik Tuzlu Su (FTS)

Bilesen Miktar
NaCl 85 g/L
dH,O 1000 mL

85 gram NaCl’nin 1 litre distile su iginde ¢ozdiiriilmesiyle hazirlanmistir. 121
°C’de 15 dk otoklavlanmigtir. Cileklerden kiiflerin saflastirilmasi sirasinda

seyreltme tamponu olarak kullanilmustir.

Laktofenol Mavisi Cozeltisi

Cizelge 3. 4 Laktofenol mavisi stok ¢ozelti bilesen ve miktarlart

Laktofenol Mavisi Stok Cozelti

Bilesen Miktar
% 85 Laktik asit 99 mL
Anilin mavisi 1lg

Stok c¢ozeltisi distile su ile %85°lik laktik asit ¢Ozeltisi igine anilin mavisi

eklenmesiyle hazirlanmistir.
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Cizelge 3. 5 Laktofenol mavisi bilesen ve miktarlari

Laktofenol Mavisi Cozeltisi

Bilesen Miktar
% 85 Laktik asit 100 mL
Gliserol 250 mL
Stok Cozelti 3mL
dH,O 50 mL

Bilesenler distile su icinde cozdiriilerek hazirlanmistir. Morfolojik tanilama

yapilirken kiiflerin misel ve spor yapilarinin boyanmasinda kullanilmistir.

Tween-80 Cozeltisi

Cizelge 3. 6 Tween- 80 ¢ozeltisi bilesen ve miktarlari (% 0,1°1ik)

Tween-80 Cozelti

Bilesen Miktar
Tween-80 0.1 mL
Distile Su 99.9 mL

0,1 mL Tween-80 99,9 mL distile su iginde ¢ozdiiriilmiis ve 121 °C’de 15 dk

otoklavlanmustir. Spor siispansiyonu hazirlanmasinda kullanilmistir.

HA Broth

Cizelge 3. 7 HA Broth bilesen ve miktarlar

HA Broth

Bilesen Miktar
Malt extract 10 g/L
Yeast extract 4g/L
D(+) Glukoz 4 g/L

Bilesenler 1 litre distile su i¢inde ¢ozdiriilmiis ve 121 °C de 15 dk
otoklavlanmistir. Fungusit denemelerinin spor asamasinda aktiflestirici ve fungusit

iceren deneysel ortam olarak kullanilmustir.
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Minimal Ortam (MM)

Cizelge 3. 8 MM besiyeri bilesen ve miktarlari

MM Besiyeri

Bilesen Miktar
K;HPO, 1.5¢9/L
Yeast extract 2g/L
D(+) Glukoz 10 g/L
(NH,),SO, 1lg/L
MgSO,.7H,0 5¢g/L
Agar agar 12.5 g/L

Bilesenler 1 litre distile su i¢inde ¢ozdiiriildii ve 121 °C’de 15 dk otoklavlanmustir.
Fungusit denemelerinin misel asamasinda fungusitli ortamda gelismis izolatlarin

kontrollerinde kullanilmugtir.
Fenhexamid Cozeltisi

Cizelge 3. 9 Fenhexamid ¢6zeltisi bilesen ve miktarlar

Fenhexamid Cozeltisi

Bilesen Miktar
Fenhexamid 5g/L
dH,O 1000 mL

Konsantre fenhexamid (Forzol SC 500) 1 litre steril distile su i¢inde
¢cozdirilmiistiir. Fungusit denemelerinde seyreltmeleriyle birlikte kullanilmustir.

Carbendazim Cozeltisi

Cizelge 3. 10 Carbendazim ¢dzeltisi bilesen ve miktarlar

Carbendazim Cozeltisi

Bilesen Miktar
Carbendazim 0,75 g/L
dH,0O 1000 mL

Carbendazim (Angel 50 WP) 1 litre steril distile su i¢inde c¢ozdiiriilmiistiir.
Fungusit denemelerinde seyreltmeleriyle birlikte kullanilmistir.
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Cyprodinil Cozeltisi

Cizelge 3. 11 Cyprodinil ¢ozeltisi bilesen ve miktarlar

Cyprodinil Cozeltisi

Bilesen Miktar
Cyprodinil 0.40 g/L
dH,0O 1000 mL

Cyprodinil (Fragman 50 WP) 1 litre steril distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.
Fungusit denemelerinde seyreltmeleriyle birlikte kullanilmustir.

CTAB Cozeltisi

Cizelge 3. 12 CTAB ¢ozeltisi bilesen ve miktarlari

CTAB Cozeltisi

Bilesen Miktar
2X CTAB 200 uL
dH,O 89 uL
PVP 0.01g
B-merkaptoetanol 1 pL
0.5M EDTA 20 uL
1 M Tris-HCI 50 uL
5 M NacCl 140 uL

Bilesenler distile su i¢inde ¢6zdurilmistir. DNA izolasyonunda dokular
parcalamakta kullanilmigtir. Cizelgedeki miktarlar tek bir 6rnek i¢in kullanilan

miktarlardir. Hazirlanan miktar 6rnek sayisina gore ayarlanmustir.
3.1.3. lzolatlarin Saflastirilmasi

Toplanan ve +4 °C’de saklanan hastalikli ¢ilek meyvelerinden dogrudan 1 g
tartilip Onceden hazirlanmis olan 9 mL’lik FTS igine eklenmis ve homojenize
edilmistir. Sonra bu homojenizatlardan 100 pL alinmis ve yayma ekim ydntemi
kullanilarak hazirlanan PDA ve MEA besiyerlerine ekimleri yapilmistir.
Ekimlerden sonra oOrnekler 20 °C’de 5 giin inkiibasyona birakilmistir. Stire
sonunda olusan karisik kolonilerden fungus kolonileri se¢ilmis, PDA’ya ekilmis
ve tekrar 20 °C’de 5 giin inkiibasyona birakilmstir. Saf koloniler elde edildikten
sonra 5 mL’lik kryotiiplerde yatik agar hazirlanmig ve saf kolonilerden bu yatik
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agara ekim yapilmig ve liremeye yukaridaki sartlarda birakilmigtir. Yatik agarda
tiremeden sonra tizerlerine hava almayacak sekilde steril mineral yag eklenmis ve
ornekler buzdolabinda saklanmustir.

3.1.4. Morfolojik Tanilama

PDA’da 20 °C’de 7-10 giinliik koloniler ¢iplak gbzle ve binokiiler mikroskop
altinda incelenmis koloni sekli, rengi ve sklerot olusup olusmadigr incelenmistir.

PDA besiyerinde iiretilen saf kolonilerden 6ze ile par¢a alinmis ve iizerinde LPM
bulunan lam {izerinde yavasca karistirilmistir. Daha sonra iizeri lamelle kapatilip
kurumaya birakilmistir. Sonrasinda mikroskop altinda sklerot, klamidospor,
konidia, konidiafor, miselyum ve spor yapilar1 incelenmistir.

3.2.  Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA tabanli biitiin ¢aligmalar igin organ, doku veya hiicrelerden DNA
izolasyonu yapilmasi gereklidir. Bu sebeple toplanan ve morfolojik olarak B.
cinerea olarak belirlenen ornekler sivi azot yardimiyla toz haline getirilmis ve
sonrasinda bu oOrneklerden 2X CTAB DNA izolasyon yontemi kullanilarak
genomik DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

DNA izolasyonu Doyle ve Doyle (1987)’un 2X CTAB DNA izolasyon yontemi
modifiye edilerek yapilmistir. Fungus miselleri sivi azot yardimiyla toz haline
getirilmistir. Toz halindeki 6rneklerin iistiine 600 pL 2X CTAB tamponu eklenmis
ve 30 sn boyunca vorteks ile karistirilmistir. Daha sonra 6rnekler 65 °C’de 40 dk,
10 dk’da bir alt iist edilerek karigmasi saglanmstir. Uzerlerine 600 uL Fenol:
Kloroform: izoamil alkol (25:24:1) eklenmis ve 30 sn vortekslenmistir. Sonra
12000 g’de 10 dk santrifiijlenmistir. Santriifiij bittikten sonra {iist faz yeni
eppendorfa alinmis ve tizerine 600 puL kloroform eklenmis ve el ile alt iist edilerek
karigtirilmigtir. Karigtirilmadan sonra 12000 g’de 10 dk santrifiij yapilmis ve
siipernatant onceden iglerine 50 pul. 5SM NaCl ¢ozeltisi bulunan 1,5 ml’lik
eppendorf tiiplere aktarilmistir. Uzerlerine 700 pL % 96’k soguk etanol eklenmis
ve elde sert bir sekilde 3 dk calkalayarak karistirilmistir. Karistirmadan sonra 4
°C’de 12000 x g’de 10 dk santrifiij yapilmistir. Siipernatant atilmis ve pelletin
tizerine 300 uL % 70’lik soguk etanol eklenmistir. 4 °C’de 12000 g’de 10 dk

santrifiij islemi tekrarlanmistir. Siipernatant dokiilmiis ve kalan etanoliin
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uzaklagmasi i¢in 6rnekler kurumaya birakilmistir. Kurumadan sonra érnekler 150
uL steril distile su iginde 1 gece ¢oziinmeye birakilmistir (Sekil 3.1).

30 sn vortex| §3 °C 40 di
100 mg drnek : 600 pl 2X CTAB :D;_ 10 di’da alt st
edilerek kangti

U

Ust faz
600 pl yenitipe | 12000 g 10 dk 600 pl PCI
Kloroform santrifiij 4<::| 30 sn vortex

@ Alt st adersl kangtur
Ust faz .
i i Bart gelulde

12 DE;[E-ID dk e tope 700 |Jl 0L06 galicala 45012000 g 10
santriy :C:? etanol g dk

50 ul

5k MaCl

Ust faz at @
Etanol kumututur Ust faz at -
= 2

130 steril distile <’\::I -skc 12000 g 10 300 pl % 70
su ile gozdiilir <::| Etanaol

Sekil 3.1 DNA izolasyon prosediirii sematik gosterimi (Doyle ve Doyle, 1987)

Izolasyon sonrasi elde edilen genomik DNA’larin saflik ve miktar tayinlerinin
yapilmasi 6nemlidir. Bu amagcla genellikle spektrofotometrik yontemler kullanilir.
Spektrofotometrik yontemler 15181, 6rnege gore degisen, belirli dalga boylarinin
ornek icinden gegirilmesi ve bu sirada Omegin 1518 ne kadarmi tuttugunu
belirleyen yontemlerdir. Calismada Nanodrop Spektrofotometre (Thermo)

kullanilmugtr.

Niikleik asitler 15181 en iyi 260/280 nm dalga boyunda absorbe ederler. Olgiim bu
iki deger arasinda yapilir ve bu degerlerin birbirine orami eldeki genomik
materyalin safligin1 belirler. Bu oranin 1,8 — 2,0 arasindaki olgiimii ile niikleik
asitler saf olarak kabul edilir. Bu aralifin disindaki degerlerde RNA, protein
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ve/veya fenol bilesiklerinin yeteri kadar uzaklastirilamamasina bagh kirlilik
oldugu sonucuna ulasilabilir.

3.3.  Transpozonlarin Belirlenmesi, Gruplandirma ve ITS-PCR

Boty ve Flipper hareketli elementlerinin varligi Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) yontemi ile belirlenmistir. Flipper igin yaklagik 1200 b¢ uzunlugunda iiriin
veren F300 (5’-GCA CAA AAC CTA CAG AAG A-3") ve F1550 (5°- ATT CGT
TTC TTG GAC TGT A-3’) primer ¢ifti, Boty icin yaklagik 700 b¢ uzunlugunda
tirtin veren BotyF4 (5°- CAG CTG CAG TAT ACT GGG GGA-3’) ve BotyR4
(5’- GGT GCT CAA AGT GTT ACG GGA G-3’) primer ¢ifti kullanilmigtir (Ma
ve Michelides, 2005). Boty ve flipper, B. cinerea’ya 6zgii oldugu i¢in molekiiler
tanilamada da bu elementler kullanilmistir. Her iki transpozonu tagimayan
orneklerin molekiiler tanilamasinda ise yaklasik 700 b¢ uzunlugunda firiin veren
ITS1 (5°-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) ve ITS4 (5°-TCC TCC GCT
GCT TTATTG ATA TGC-3’) primer ¢ifti kullanilmistir

Ma ve Michelides (2005)’ten yola g¢ikilarak PCR bilesenlerinin optimizasyonu
tamamlanmis ve optimizasyonda belirlenen konsantrasyonlar (Cizelge 3.13) ve
PCR kosullar1 (Cizelge 3.14, 3.15, 3.16, 3.17, 3.18) ¢izelgelerde verilmistir.

Cizelge 3. 13 Kullanilan PCR bilesenlerinin konsantrasyon ve miktarlar1 (boty)

PCR bilesenleri ve miktarlari

Bilesen Miktar
sdH,0 15,8 uL

10X Taq 2,5 uL (1X)
Tampon(GenMar

k)

25 mM MgCl, 1,5 uL (2 pM)

0.5 MdNTP Mix 5puL

25 mM F Primer 0,3puL
25mM R Primer 0,3puL
Kahp DNA 1 uL (50 ng)
Taq Polimeraz 0,1 uL (1U)
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Cizelge 3. 14 Kullanilan PCR bilesenlerinin konsantrasyon ve miktarlari (flipper)

PCR bilesenleri ve miktarlari

Bilesen Miktar
sdH,O 14,8 uL

10X Taq 2,5 uL (1X)
tampon(GenMar

k)

25 mM MgCl, 1,5 uL (2 uM)
0.5 M dNTP Mix 5puL

25 mM F Primer 0,3 puL

25 mM R Primer 0,3 puL

Kahp DNA 2 uL (100 ng)
Taq Polimeraz 0,1 uL (1U)

Cizelge 3. 15 Kullanilan PCR bilesenlerinin konsantrasyon ve miktarlar1 (ITS)

PCR bilesenleri ve miktarlar

Bilesen Miktar
sdH,O 155 uL
10X Taq 2,5 uL (1X)
tampon(GenMar

k)

25 mM MgCl, 1,8 uL (2 pM)
0.5 M dNTP Mix 5puL
25mM F Primer 0,3 pL
25mM R Primer 0,3 uL
Kalip DNA 1 puL (50 ng)
Taq Polimeraz 0,1 uL (1U)

Cizelge 3. 16 Kullanilan PCR sartlar1 (boty)

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
On 94 3dk 1
denatiirasyon
Denatiirasyon 94 30sn 35
Baglanma 64 30sn
Uzama 72 30 sn
Son Uzama 72 3dk 1
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Cizelge 3. 17 Kullanilan PCR sartlar1 (flipper)

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
On 94 3dk 1
denatiirasyon
Denatiirasyon 94 40 sn 40
Baglanma 60 40 sn
Uzama 72 1dk
Son Uzama 72 10 dk 1

Cizelge 3. 18 Kullanilan PCR sartlar1 (ITS)

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
On 94 2 dk 1
denatiirasyon
Denatiirasyon 94 30 sn 35
Baglanma 58 30sn
Uzama 72 1dk
Son Uzama 72 10 dk 1

5 uL PCR friinleri, 3 pL 6X yiikleme boyasi ile karistirilarak % 1.5’lik agaroz
jelde 90 V’da 40 dk vyiiriitiilmiis ve goriintiilenmistir. Uriinlerin gériintiilenmesinde
100 b¢ DNA ladder (GenMark) kullanilmisgtir.

PCR sonuglar1 elde edildikten sonra izolatlar transpozonlarin varligi veya
yokluguna gore, her iki transpozonda varsa transposa, tek bir transpozon varsa
boty veya flipper, her iki transpozonda bulunmuyorsa vacuma grubu olarak
siniflandirtlmistir.

PCR islemleri tamamlandiktan sonra boty, flipper 6rneklerinden ikiser adet ve tiim
ITS triinleri DNA dizilemesi icin Macrogen (Hollanda) firmasina gonderilmis ve
gelen diziler BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) programiyla gen

bankasindaki verilerle kiyaslanmis ve hem transpozonlarin dogrulamasi hem de
ITS ile molekiiler tanilama gergeklestirilmistir.

3.4.  Fungusit Direng¢ Testleri

B.cinerea’yla miicadelede diinyada en yaygin olarak kullanilan ii¢ etken madde
arastirmamiz i¢in secilmistir. Bunlar fenhexamid, carbendazim ve cyprodinil etken
maddelerine sahip fungusitlerdir. Her bir B.cinerea grubunun fungusit direngliligi


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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hassas, orta ve direngli olarak, Inhibisyon konsantarsyon (ICsy) degerlerine gore,
siiflandirilmistir (Amiri ve ark., 2008). ICsy degeri < 6 pg/mL ise hassas, 7 — 49
ug/mL arasinda tolerant, 50 pg/mL < ise direngli olarak degerlendirilmistir.

Fungusit denemeleri laboratuvar ortaminda iki sekilde yapilmistir. Birincisi spor
asamasinda s1vi besi yerinde, ikincisi ise miselden yapilan dogrudan ekimlerle kat1
besiyerinde gerceklestirilmistir.

Spor asamast deneyleri Vercesi ve ark. (2014) ‘na gore gergeklestirilmistir. Her bir
transpozon grubundan PDA besiyerlerine ekimler yapilmis ve spor olusmasi
amaciyla 7 giin 20 °C’de inkiibasyona birakilmigtir. Siv1 besiyeri olarak HA broth
kullamlmustir. Yedi giin sonunda her bir grup izolattan 2x10° mL™ olacak sekilde
spor silispansiyonu hazirlanmig ve siispansiyondan 1 mL HA besiyerine alinarak 90
dk 20 °C’de inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra bu siispansiyondan 50 pL
almip i¢inde 950 pL, farkli konsantrasyonlarda (3 pg/mL, 1 ug/mL, 0,3 ug/mL ve
0,1 pg/mL) fungusit i¢eren eppendorf tiiplerdeki HA besiyerlerine aktarilmigtir.
Sonra 20 °C’de 72 saat inkiibasyona birakilmustir. Yetmis iki saat sonunda
orneklerin spektrofotometrik Sl¢timleri (Shimadzu) 492 nm’de yapilmistir (Sekil
3.2).



PDA besiyerine 370 nm
her bir transpozen spektrofotometrik
grubundan ekim glciim
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J it

2x10° mi'! spor
siispansiyonu 20 °C"de 48 saat
haztlanmasi
o 30 pl drmek + 930
HA Broth'a ekim o
90 dk 20 °C > | Mfmgusit
besiver

Sekil 3.2 Spor denemesi sematik gosterimi (Vercesi ve ark, 2014)

Misel agamasi deneyleri Fekete ve ark. (2012)’ye gore gergeklestirilmistir. Her bir
fungusitten onerilen doz (fenhexamid: 5000 mg/L, carbendazim: 750 mg/L,
cyprodinil: 400 mg/L) ve bu dozlarin degerinin altindaki konsantarsyonda (Cizelge
3.18) fungusit iceren PDA besiyerleri hazirlanmistir. Onceden ekilmis her bir
transpozon grubundan B. cinerea orneklerinden bir delici yardimiyla plaklar
almmis ve fungusitli besiyerinin ortasina, fungus iireyen kisim alta gelecek
sekilde, birakilmistir. Sonra bu besiyerleri 20 °C’de ti¢ giin inkiibasyona birakilmig
ve siire sonunda iireme goriilen drneklerin koloni gaplari 6l¢iilmistir (Sekil 3.3).
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Cizelge 3. 19 Misel asamasindaki fungusit testlerinde kullanilan fungusit
konsantrasyonlari (mg/L)

Fungusit testlerinde kullanilan konsantrasyonlar

Fungusit Fungusit konsantrasyonu (mg/L)
Fenhexamid 5000 500 50 25 10 5 2 0
Carbendazim 750 75 7.5 5 2 0

Cyprodinil 400 200 100 50 25 10 5 0

Ureme goriilen &rneklerin koloni ¢aplar1 dlciildiikten sonra kolonilerden bir delici
yardimiyla plaklar alinmis ve hazirlanan minimal ortamlara ekilmistir. Ug giin 20
°C’de inkiibasyona birakilmis ve siire sonunda, fungusite maruz birakildiktan
sonra gelisimlerini gozlemek i¢in, koloni ¢aplar 6lgiilmiistiir.

Her bir transpozon .

Kol
grubundan dmeldenn E.lzﬁn]:r: EI;S?PI
elimi

Fungusith besi
ortamlantin 20°C 3 =iin
hazmlanmasi -
) i
AV
Delici ile
dmeklerden Plaklar alinmasi ve
plaklar alinip, M3 ekilmesi
ortamlara ekim
20 °C 3 giin Koloni gap1
- Blgiimii

Sekil 3.3 Misel denemesi sematik gosterimi (Fekete ve ark, 2012)
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3.5. Veri Analizi

Elde edilen izolat gruplarmin frekanslart hesaplanmus, ki-kare (X?) testiyle
iligkileri belirlenmis ve karsilagtirilmalar1 yapilmistir. Fungusit testlerinde biiylime
inhibisyon yiizdeleri hesaplanmis ve box-whiskers grafikleri ¢ikarilmstir.
[statiktiksel testlerin tiiminde IBM SPSS v22 programi kullanilmigtir. 1Csp
degerlerinin  hesaplanmasinda bu konuda 06zel olarak hazirlanmis olan
http://www.ic50.tk/ adresindeki hesaplama motoru kullanilmistir. DNA dizilerinin

analizi ve degerlendirmesi MEGA 7.0 programiyla gerceklestirilmistir.


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

4.1. Morfolojik Tamlama

PDA besiyerinde tretilen saf kolonilerden, 6ze ile alinarak tizerinde bir iki damla
LPM bulunan lamlar iizerine yaydirilmis, sonra iizeri lamel ile kapatilmustir.
Hazirlanan bu preparatlar mikroskop altinda incelenerek mikroskobik 6zellikleri

belirlenmistir.

Izolatlarin, koloni dzellikleri binokiiler mikroskop altinda incelenmistir. Botrytis
cinerea kolonileri hizl1 gelisen, beyaz, seyrek, yaklasik 6 giin icinde PDA yiizeyini
tamamen kaplayan, onuncu giinde rengi grimsi kahverengi olabilen ve ayrica petri
kenarlarinda sklerotia ve klamidospor olusturabilen bir tiirdiir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 B. cinerea 10 giinliik petri goriintiisi

Konidioforlar misellerden veya sklerotiadan genellikle piiskiil seklinde olusurlar.
Yedi yiiz elli mikrometreden 2 mm’ye kadar biiyiiyebilen, diiz duvarli, gri
kahverengiden kahverengiye, alt kismi 18-23 pm genisliginde, hiyalin soluk
kahverengi ve tist kismi dalli, her dal ucu yarim daire veya daire seklinde siskin 5-
12 um gapinda konidia igeren ¢ikintilardir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 B.cinerea konidiafor ve konidia mikroskop goriintiisii

Makrokonidia kiiresel, elipsodial veya yumurta sekilli, diiz soluk kahverengi
hiyalinli, ¢ikintili hiliuma sahip, 8-14’e 6-9 pum o6l¢iilerindedir. Mikrokonidia
dogada gézlenmeyip in-vitro olugmakta ve makrokonidia’nin 6zelliklerinde, daha
kiigiik boyutta olmaktadir (Ahmed ve ark, 2014). Sklerotia kalkan, mercek veya
diizensiz sekilde, kahverengiden siyaha, 0,2-0,5 mm ¢apinda, yogun paketlenmis
medulla ve pseudoparankimaya sahip, koyu kahverengiden siyaha 5-10 um
capinda kortikal hiicre tabakas1 halindedir.

4.2. Genomik DNA izolasyonu

Calismada kullanilan 6rneklerin absorbans degerleri 1,78 — 2,24 degerleri arasinda
bulunmus, smirlarin disinda kalan 6rnekler PCR’da basarili sonuglar verdikleri
icin tekrar genomik DNA izolasyonuna gerek duyulmamustir. Orneklerin
miktarlart ise 45 ng/uL ile 542 ng/uL arasinda tespit edilmistir.

Spektrofotometrik yontemle kantitatif Slctimii yapilan genomik DNA 6rneklerinin
kalitatif olarak gozlenmesi % 0,8’lik agaroz jelde 3 pL yiikleme boyasi, 7 pL
ornek olacak sekilde yiiklenmis ve 90 V’ta 40 dk yiiriitiilerek yapilmistir (Sekil
4.3).
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M (1kb) 9A1 9A27 983 9810 9Y36 33A5 33A32 3357 33524

Sekil 4.3 Genomik DNA’nin agaroz jelde goriintillenmesi (M:1 kb DNA marker
(GenMark), 9xx: Aydin 6rnekleri, 33xx: Mersin 6rnekleri)

4.3. Molekiiler Tanilama ve Transpozonlarin Belirlenmesi

43.1. ITS-PCR

ITS bolgesinin ¢ogaltilmast igin yaklasik 700 b¢ uzunlugunda iiriin veren ITSI
(5°-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) ve ITS4 (5°-TCC TCC GCT GCT
TTATTG ATA TGC-3’) primer ¢ifti kullanilmistir. Cizelge 3.16’daki kosullarda
gerceklestirilen PCR isleminden sonra ornekler agaroz jelde kontrol edilmis ve

DNA dizileme islemi i¢in Macrogen (Hollanda) firmasina génderilmistir.

Gelen DNA dizi sonuglart GenBank’taki verilerle, nBLAST programi
kullanilarak, kargilagtirilarak molekiiler tanilamasi1 ger¢eklestirilmistir. Elde edilen
tiirler Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4. 1 ITS-PCR sonuglariyla ulasilan tiir adlar1 ve Accession Numaralari

ITS sonuglarina gore bulunan tiirler

Tiir Ad1 Konum Accession Adet Eslesme
No (%)
Botrytis cinerea  Hepsi KX766413.1 154 100
KX387891.1
KP234034.1
KP151607.1
Alternaria Hepsi KP131535.1 14 100
alternata KX463014.1
KP131533.1
Aspergillus niger Atga, AF1084741 5 100
Silifke,
Sultanhisar,
Yenipazar
Trichoderma Yenipazar, AF456920.1 2 100
atroviride Atca KX538952.1
Fusarium Yenipazar, GUO074010.1 8 100
proliferatum Atga, GQ856689.1
Sultanhisar EU151490.1
Syncephalastrum Yenipazar, JQ954866.1 2 100
monosporum Atca
Pestalotiopsis Anamur JF327826.1 3 100
clavispora
Mucor Anamur, KJ584557.1 13 98-100
circinelloides Silifke
Mucor Anamur JN205991.1 4 100
recemosus
Mucor fragilis Anamur, JF327830.1 5 100
Silifke
Geotrichum Silifke KJ579937 3 100
candidum
Fusarium Silifke KT366737.1 2 100
equiseti
Fusarium Silifke HQ671187.1 5 100
clamydosporum
Metarhizium Silifke JN644249.1 3 100
anisopliae
Fusarium Anamur GQ121286.1 3 100

oXysporum
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ITS dizi verileri kullanilarak MEGA 7.0 programiyla hizalama, model testi
(Cizelge 4.2), uzaklik matriksi (Cizelge 4.3) ve filogenetik agac (Sekil 4.6)
cikarilmistir.

ITS dizilerinin hizalanmas1t MEGA programu i¢inde bulunan Clustal W kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Cizelge 4. 2. Test edilen modeller ve skorlari. (BIC: Bayesian Information
Criterion, AICc: Akaike Information Criterion, corrected, InL: Maximum
Likelihood Value, G: Gamma Dagilimi, I: Evrimsel degismez, GTR: General
Time Reversable, HKY: Hasegawa-Kishina-Yano, TN93: Tamura-Nei, T92:
Tamura3, K2:Kimura2, JC: Jukes-Cantor)

Model Test Skorlar:

Model Parametre BIC AlCc InL

T92+G 32 6019.347 5822.486 -2878.941
T92+G+I 33 6027.518 5824.524 -2878.942
K2+G 31 6027.743 5837.016 -2887.225
K2+G+l 32 6035.914 5839.053 -2857.225
HKY+G 34 6036.864 5827.739 -2897.529
TN93+G 35 6040.949 5825.693 -2877.486
HKY+G+l 35 6045.035 5829.779 -2879.529
T92 31 6046.294 5855.567 -2896.500
T92+I 32 6048.413 5851.552 -2893.475
TNI3+G+l 36 6049.120 5827.735 -2877.487
K2 30 6056.337 5871.745 -2905.607
JC+G 30 6058.729 5874.137 -2906.803
GTR+G 38 6063.490 5829.849 -2876.501
HKY 33 6063.884 5860.890 -2897.125
HKY+I 34 6066.045 5856.919 -2894.120
JC+G+I 31 6066.900 5876.173 -2906.803
TN93 34 6067.076 5857.950 -2894.635
TNI3+I 35 6069.642 5854.386 -2891.833
GTR+G+l 39 6071.661 5831.894 -2876.501
JC 29 6086.025 5907.569 -2924.536
GTR 37 6089.386 5861.872 -2893.534
JC+I 30 6089.948 5905.357 -2922.413
GTR+I 38 6091.895 5858.254 -2890.703

K2+1 31 6122.340 5931.613 -2934.524
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En diisiik BIC skoruna sahip model en iyi ikame diizenini tanimlamaktadir. Agag
olustururken en diisiik BIC skoruna sahip model seg¢ilir. Her bir model i¢in AICc
ve InL degerleride verilmistir (Nei ve Kumar, 2000). Evrimsel oranlarin birliginin
olmamasi 5 oranli kategorilerle Gamma dagilimi kullanilarak modellenmis ve
bolgelerin belirli kisimlarinin evrimsel degismez oldugu kabul edilmistir. Cizelge
4.2°’de goriildiigii tizere en disiik BIC skorunu gamma dagilimli Tamura 3
(T92+G) modeli vermistir. Uzaklik matriksi ve Maximum Likelihood agaci bu
model kullanilarak olusturulmustur.
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Cizelge 4. 3. Model testi ile belirlenen modele gore olusturulan uzaklik matriksi

Uzaldik Matrilsi

No Fungus Ad1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1 Aspergillis niger 0,199 0,782 0220 0,184 1,191 0287 0232 0369 0,142 0,169 0,136 0464 0,139 0,168
2 Botiytis cinerea 1,737 0,048 0,067 0030 0377 0066 0313 0,135 0,119 0,026 0,034 0111 0031 0,077
3 Fisarium chilamy dosporien 2,194 0,837 0,035 0012 0228 0064 0184 0169 0121 0,030 0025 0,133 0019 0,073
4 Fusarium eguiseti 1,308 0,618 0290 0,040 0836 0105 0150 0,349 0175 0,066 0062 0197 0047 0,095
5  Fusaium OXVS PO 1,361 0,317 0069 0341 0306 0063 0030 0,146 0110 0,030 0025 0133 0016 0079
6 Geotriclhum candichon 1,697 1,761 1,582 2,017 1669 0,332 0475 0,511 0308 0,181 0340 0,108 0234 0,649
T Metarhiciun amisoplice 1,402 0,600 0564 08355 03581 1,660 0140 0,382 0143 0,071 0069 0136 0064 0107
8  Mucor circinelloides 1,963 1,735 1,784 1,005 1017 1807 1112 0,020 0025 0,075 0,111 0089 0091 0,132
9 Mucor fragilis 1,684 1,232 1,363 1,493 1292 1897 13565 0276 0,036 0,129 0,377 0,119 0172 0434
0 Mucor racemosic 1,397 1220 1,231 1241 1,169 1752 1,191 0280 0,413 0,102 0,123 0115 0112 0,158
1 Pestalotiopsis clavispora 1,384 0,264 0320 0625 0327 1491 0661 09387 1224 1172 0,034 0,163 0032 0073
12 Frichodermaatroviride 1,314 0,395 0258 0541 0235 1835 0634 1221 1,736 1304 0,384 0,203 0018 0077
13 Swicephalcstron monosporaen 1,713 1,090 1,211 1,279 1206 1075 1,107 1,035 1,201 1199 1295 1474 0130 0134
M Fisgium proliferatian 1,256 0,337 0,150 0398 0,132 1643 0602 1049 1406 1187 03350 0155 1254 0,081
15 diernwiaaternata 1,452 0,800 0844 0748 0880 1985 09237 1306 1775 1446 0,869 0931 1386 0893
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Analizler Tamura 3 parametresine gore gamma dagilimhi gerceklestirilmistir.
Diziler arasindan bolge basina baz ikame sayilari alt kisimda, Standart sapma

hesaplamalari ise list kisimda gosterilmistir.

71 Botrytis cinerea

Pestalotiopsis clavispora
Trichoderma atroviride
Fusarium proliferatum

Fusarium oxysporum
Fusarium chlamydosporum

a0 Fusarium equiseti

8 Metarhizium anisopliae

Alternaria alternata

a7 Aspergillus niger

Mucaor circinelloides
498‘_'? Mucar ﬁ'agllls
EE Mucor racemosus

—— Syncephalastrum monosporum

100 Geotrichum candidum

—
0.20

Sekil 4.4. Maximum likelihood yontemiyle elde edilen filogentik agag. Iliskili
taksonlarin bir araya getirildigi agaglarin yiizdesi bootstrap (1000 tekrar) testi ile

belirlenmis ve dallarin yaninda verilmistir.

Evrimsel tarih Tamura 3 parametresi modelini temel alinarak Maximum likelihood
yontemi kullanilarak yorumlanmigtir. Bolgeler arasi evrimsel oran farkliliklarim
modellemek i¢in gamma dagihmi (5 katagori, +G parametresi: 3.1712)

kullanilmugtir.
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4.3.2. Transpozon Belirlenmesi

Boty ve Flipper transpozonlarinin belirlenmesinde PCR yontemi kullanilmustir.
Boty transpozonu i¢in BotyF4 (5°- CAG CTG CAG TAT ACT GGG GGA-3’) ve
BotyR4 (5’- GGT GCT CAA AGT GTT ACG GGA G-3’) primer cifti, flipper
transpozonu i¢in F300 (5’-GCA CAA AAC CTA CAG AAG A-3°) ve F1550 (5°-
ATT CGT TTC TTG GAC TGT A-3’) primer ¢ifti kullanilmistir.

Boty primer ciftinin optimizasyonu i¢in baglanma sicakligi 60, 61, 62, 63, 64 ve
65°C’de, MgCl, 1,2, 1,5 ve 1,8 uL, DNA konsantrasyonu 50, 75 ve 100 ng/uL
olarak denenmistir (Cizelge 4.4, Cizelge 4.5).

Cizelge 4. 4 Boty primer optimizasyonu baglanma sicaklig1 araliklari

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
On 94 3dk 1
denatiirasyon
Denatiirasyon 94 30sn 35
Baglanma 60-65 30 sn
Uzama 72 30 sn
Son Uzama 72 3dk 1

Cizelge 4. 5 Boty primer optimizasyonu bilegsen miktarlari

PCR bilesenleri ve miktarlari

Bilesen Miktar
sdH,0O 15,5 uL

10X Taq 2,5 uL (1X)
Tampon(GenMar

k)

25 mM MgCl, 1.2,151.8 uL

0.5 M dNTP Mix  5puL

25 mM F Primer 0,3 pL
25mM R Primer 0,3puL

Kahp DNA 50, 75, 100 ng
Taq Polimeraz 0,1 uL (1U)

Yapilan denemelerin sonucunda Cizelge 3.11 ve Cizelge 3.14’teki degerlere
ulasiimistir. Belirlenen sartlarda PCR kurulmustur.



(100 bp) 9A4 OA7 OA1S 9SO 0822 09827 9OY2Z OY6 9YI16 33A1 33AS 33AI18 33

AP ———————e— Y I

Sekil 4.5. Boty transpozonu PCR sonuglarinin agaroz jelde goriintiilenmesi
(M:100 bp DNA ladder (GenMark), 9xx: Aydin 6rnekleri, 33xx: Mersin 6rnekleri)

PCR sonucunda boty primerlerinden beklenildigi gibi yaklasik 600 bg
uzunlugunda iiriinler elde edilmistir.

Flipper primer ¢iftinin optimizasyonu i¢in baglanma sicakligi 57, 58, 59, 60, 61 ve
62 °C’de, MgCl, 1,5 ve 1,8 uL, DNA konsantrasyonu 50, 75 ve 100 ng/uL olarak
denenmistir (Cizelge 4.6, Cizelge 4.7).

Cizelge 4. 6 Flipper primer optimizasyonu baglanma sicakligi araliklari

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
On 94 3dk 1
denatiirasyon
Denatiirasyon 94 30 sn 35
Baglanma 57-62 30sn
Uzama 72 30 sn

Son Uzama 72 3dk 1
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Sekil 4.6 Boty transpozonu GenBank eslesmesi
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Cizelge 4. 7 Flipper primer optimizasyonu bilesen miktarlari

PCR bilesenleri ve miktarlari

Bilesen Miktar
sdH,O 15,5 uL
10X Taq 2,5 uL (1X)
Tampon(GenMar

k)

25 mM MgCl, 1.51.8 uL
0.5MdNTP Mix  5puL

25mM F Primer 0,3 puL
25mM R Primer 0,3 puL

Kalip DNA 50, 75, 100 ng
Taq Polimeraz 0,1 uL (1U)

Yapilan denemelerin sonucunda Cizelge 3.12 ve Cizelge 3.15’teki degerlere
ulagtlmistir. Belirlenen sartlarda PCR kurulmustur.

M (100 bp) SA4 9.—\9‘ DA1l  9S7 9S9 95]5'.9\'!6. OYINOYI2E I3AT  33AT7 S3AIR 3381 3389 33s2

Sty
1200=_-- '—-.——-———--.——.-

1000

b V1

Sekil 4.7 Flipper transpozonu PCR sonuglarinin agaroz jelde goriintiilenmesi
(M:100 bp DNA ladder (GenMark), 9xx: Aydin 6rnekleri, 33xx: Mersin 6rnekleri)

PCR sonucunda flipper primerlerinden beklenildigi gibi yaklasitk 1200 bg
uzunlugunda {iriinler elde edilmistir.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda Aydin ilinden elde edilen toplam 87 6rnegin
17°i transposa, 42’i boty, 8 tanesi flipper ve 20 tanesi vacuma grubu olarak
bulunmustur. Mersin ilinde elde edilen toplam 67 6rnekten 14 tanesi transposa, 29
tanesi boty, 8 tanesi flipper ve 16 tanesi vacuma grubu olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.8).
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Sekil 4.8 Flipper transpozonu GenBank eslesmesi



Cizelge 4. 8. B. cinerea transpozon gruplar1 ve konumlari. (9A: Atga, 9S:
Sultanhisar, 9Y: Yenipazar, 33A: Anamur, 33S: Silifke)

Transpozon Gruplari ve Konumlari

Ornek Grup Konum il

Adi

9A1 Vacuma Atca Aydin
9A2 Vacuma Atca Aydin
9A3 Boty Atca Aydin
9A4 Transposa Atca Aydin
9A5 Transposa  Atca Aydin
9A6 Transposa Atca Aydin
9A7 Boty Atca Aydin
9A8 Boty Atca Aydin
9A9 Transposa Atca Aydin
9A10 Boty Atca Aydin
9Al11 Transposa Atca Aydin
9A12 Boty Atca Aydin
9A13 Boty Atca Aydin
9A14 Boty Atca Aydin
9A15 Boty Atca Aydin
9A16 Boty Atca Aydin
9A17 Boty Atca Aydin
9A18 Boty Atca Aydin
9A19 Boty Atca Aydin
9A20 Boty Atca Aydin
9A21 Boty Atca Aydin
9A22 Boty Atca Aydin
9A23 Vacuma Atca Aydin
9A24 Boty Atca Aydin
9A25 Vacuma Atca Aydin
9A26 Boty Atca Aydin
9A27 Vacuma Atca Aydin
9A28 Boty Atca Aydmn
9A29 Boty Atca Aydin
9A30 Boty Atca Aydin
9A31 Boty Atca Aydin
9A32 Boty Atca Aydmn
9A33 Boty Atca Aydin
9A34 Boty Atca Aydin
9A35 Boty Atca Aydin

9A36 Boty Atca Aydin
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9A37
9A38
981
982
9S3
954
9S5
9S6
9S7
9S8
989
9510
9811
9812
9813
9514
9815
9516
9817
9518
9519
9520
9821
9822
95823
9Y1
9Y2
9Y3
9Y4
9Y5
9Y6
9Y7
9Y8
9Y9
9Y10
9Y11
9Y12
9Y13
9Y14
9Y15
9Y16
9Y17

Boty

Boty
Vacuma
Flipper
Vacuma
Transposa
Transposa
Transposa
Vacuma
Transposa
Flipper
Transposa
Transposa
Transposa
Transposa
Boty

Boty

Boty

Boty
Vacuma
Boty
Flipper
Boty
Vacuma
Vacuma
Boty
Vacuma
Boty
Vacuma
Boty

Boty

Boty
Vacuma
Transposa
Boty

Boty
Flipper
Flipper
Vacuma
Transposa
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33A34 Vacuma Anamur Mersin
33A35 Boty Anamur Mersin
33A36 Boty Anamur Mersin
33A37 Vacuma Anamur Mersin
3351 Boty Silifke Mersin
33S2 Boty Silifke Mersin
33S3 Flipper Silifke Mersin
3354 Vacuma Silifke Mersin
33S5 Transposa  Silifke Mersin
3356 Transposa  Silifke Mersin
3357 Boty Silifke Mersin
33S8 Vacuma Silifke Mersin
3359 Boty Silifke Mersin
33S10 Flipper Silifke Mersin
33511 Boty Silifke Mersin
33512 Boty Silifke Mersin
33513 Transposa  Silifke Mersin
33514 Vacuma Silifke Mersin
33515 Vacuma Silifke Mersin
33516 Flipper Silifke Mersin
33517 Boty Silifke Mersin
33518 Boty Silifke Mersin
33519 Vacuma Silifke Mersin
33520 Transposa Silifke Mersin
33521 Boty Silifke Mersin
33522 Boty Silifke Mersin
33523 Boty Silifke Mersin
33524 Vacuma Silifke Mersin
33525 Boty Silifke Mersin
33526 Flipper Silifke Mersin
33527 Transposa  Silifke Mersin
33528 Transposa Silifke Mersin
33529 Boty Silifke Mersin
33S30 Vacuma Silifke Mersin

Iki il ve 5 lokasyondan toplam 154 6rnek toplanmustir. Bu 154 6rnegin frekans ve
yiizde dagilimlar1 Cizelge 4.9 ve Sekil 4.9°da verilmistir.
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Cizelge 4.9. Orneklerin gruplara gore frekans ve yiizde dagilimlar (1: transposa,
2: boty, 3: flipper, 4: vacuma). Istatiksel analizler IBM SPSS v22 programiyla

gergeklestirilmistir.

Gruplara gore frekans ve yiizde dagilim

Grup  Frekans Yiizde Gegerli Kiimiilatif
Yiizde Yiizde
Gecgerli 1 31 20,1 20,1 20,1
2 71 46,1 46,1 66,2
3 16 10,4 10,4 76,0
4 36 23,4 23,4 100,0
Total 154 100 100
Grup
30
B0
g
E 404
[T
20
D0 T T T T
1 2 3 4
Grup

Sekil 4.9 Orneklerin gruplara gore frekans dagilimlar (1: transposa, 2: boty, 3:
flipper, 4: vacuma). Istatiksel analizler IBM SPSS v22 programiyla

gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.9 ve Sekil 4.9°da goriildiigii {izere boty grubu 6rneklerin genelinde en

yiiksek frekansta goriiliirken flipper grubu en diisiik frekansta goriilmistiir.
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Konuma gore gergeklestirilen istatiksel analizler Cizelge 4.10 ve Sekil 4.10, 4.11,
4.12, 4.13 ve 4.14’da verilmistir.

Cizelge 4.10. Orneklerin konumlara gore frekans ve yiizde dagilimlari (1:
transposa, 2: boty, 3: flipper, 4: vacuma). Istatiksel analizler IBM SPSS v22
programiyla gerceklestirilmistir.

Konumlara gore frekans ve yiizde dagilimi

Konum Grup  Frekans Yiizde Gecgerli Kiimiilatif
Yiizde Yiizde

Anamur 1 8 21,6 21,6 21,6
2 16 43,2 43,2 64,9
3 4 10,8 10,8 75,7
4 9 24,3 24,3 100,0
Total 37 100,0 100,0

Atga 1 5 13,2 13,2 13,2
2 28 73,7 73,7 86,8
3 0 0 0 86,8
4 5 13,2 13,2 100,0
Total 38 100,0 100,0

Silifke 1 6 20,0 20,0 20,0
2 13 43,3 43,3 63,3
3 4 13,3 13,3 76,7
4 7 23,3 23,3 100,0
Total 30 100,0 100,0

Sultanhisar 1 8 34,8 34,8 34,8
2 6 26,1 26,1 60,9
3 3 13,0 13,0 73,9
4 6 26,1 26,1 100,0
Total 23 100,0 100,0

Yenipazar 1 4 15,4 154 15,4
2 8 30,8 30,8 46,2
3 5 19,2 19,2 63,4
4 9 34,6 34,6 100,0

Total 26 100,0 100,0
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Konum: Anamur
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Sekil 4.10 Anamur 6rneklerinin gruplara gore frekans dagilimlari (1: transposa, 2:
boty, 3: flipper, 4: vacuma). Istatiksel analizler IBM SPSS v22 programiyla
gergeklestirilmistir.

Anamur ilgesinden toplanan oOrneklerde boty en yiiksek frekansa sahip grup
olurken, boty grubunu, yiiksek frekanstan diisiik frekansa dogru, sirasiyla vacuma,

transposa ve flipper grubu izlemistir.
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Sekil 4.11 Atga orneklerinin gruplara gore frekans dagilimlari (1: transposa, 2:
boty, 3: flipper, 4: vacuma). Istatiksel analizler IBM SPSS v22 programiyla

gergeklestirilmistir.

Atca ilgesinde toplanan Orneklerde boty grubu en yiiksek frekansta g¢ikarken
flipper grubuna rastlanmamustir. Transposa ve vacuma grubu ise ayni frekansta

gOriilmiigtiir.
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Sekil 4.12 Silifke orneklerinin gruplara gore frekans dagilimlan (1: transposa, 2:
boty, 3: flipper, 4: vacuma). Istatiksel analizler IBM SPSS v22 programiyla
gergeklestirilmistir.

Silifke ilgesinde boty en yiiksek frekansa sahip grup olurken flipper en diisiik
frekansa sahip grup olmustur. Ikinci sirada vacuma grubu bulunurken iigiincii

siray1 transposa grubu almistir.
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Sekil 4.13 Sultanhisar drneklerinin gruplara gore frekans dagilimlar (1: transposa,
2: boty, 3: flipper, 4: vacuma). Istatiksel analizler IBM SPSS v22 programiyla
gergeklestirilmistir.

Sultanhisar ilgesinde transposa grubu en yiiksek frekansta g¢ikarken boty ikinci
siray1 almig, vacuma tiglincii sirada gelmis ve flipper ise son sirada yer almigtir.
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Sekil 4.14 Yenipazar 6rneklerinin gruplara gore frekans dagilimlari (1: transposa,
2: boty, 3: flipper, 4: vacuma). Istatiksel analizler IBM SPSS v22 programiyla
gergeklestirilmistir.

Yenipazar ilgesinde vacuma grubu en yiiksek frekansa sahipken, boty grubu ikinci
sirada, flipper grubu iigiincii sirada ve transposa grubu son sirada yer almustir.
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Illere gore gergeklestirilen istatiksel analizler Cizelge 4.11 ve Sekil 4.15 ve
4.16°de gosterilmistir.

Cizelge 4.11. Orneklerin illere gore frekans ve yiizde dagilimlari (1: transposa, 2:
boty, 3: flipper, 4: vacuma). Istatiksel analizler IBM SPSS v22 programiyla
gerceklestirilmistir.

Konumlara gore frekans ve yiizde dagilinm

Il Grup  Frekans  Yiizde Gegerli Kiimiilatif
Yiizde Yiizde
Aydin 1 17 19,5 19,5 19,5
2 42 48,3 48,3 67,8
3 8 9,2 9,2 77,0
4 20 23,0 23,0 100,0
Total 87 100,0 100,0
Mersin 1 14 20,9 20,9 20,9
2 29 43,3 43,3 64,2
3 8 11,9 11,9 76,1
4 16 23,9 23,9 100,0
Total 67 100,0 100,0




65

Grup
il: Aydin

40

Frekans

204

10

Grup

Sekil 4.15 Aydin ili 6rneklerinin gruplara gore frekans dagilimlar (1: transposa,
2: boty, 3: flipper, 4: vacuma). Istatiksel analizler IBM SPSS v22 programiyla
gergeklestirilmistir.

Aydin ilinden toplanan 6rneklerde boty grubu en yiiksek frekansta bulunurken
flipper en diisiik frekansta bulunmustur. Ikinci en yiiksek frekansa sahip grup
vacuma, ti¢iincii ise transposa grubudur.
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Sekil 4.16 Mersin ili 6rneklerinin gruplara gore frekans dagilimlar (1: transposa,
2: boty, 3: flipper, 4: vacuma). Istatiksel analizler IBM SPSS v22 programiyla

gergeklestirilmistir.

Mersin ilinden toplanan 6rneklerde Aydin 6rneklerinde oldugu gibi boty grubu en
yiiksek frekansta bulunurken flipper en diisiik frekansta bulunmustur. Ikinci en

yiiksek frekansa sahip grup vacuma, iiglincii ise transposa grubudur.
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Cizelge 4.12 ve 4.13’de verilen crosstab ve ki-kare tablosunda konum ve gruplar
arasindaki iligskiyi, her bir konumda her bir gruptan kagar adet bireyin oldugu ve
gruplarin yiizdeleri verilmistir.

Cizelge 4.12. Orneklerin konum-grup crosstab tablosu (1: transposa, 2: boty, 3:
flipper, 4: vacuma). Istatiksel analizler IBM SPSS v22 programiyla
gergeklestirilmistir.

Grup*Konum Crosstabulation

Grup Anamur Atca Siliftke  Sultanhisar Yenipazar Total
1 8 5 6 8 4 31

2 32 56 26 12 16 142

3 12 0 12 9 15 48

4 36 20 28 24 36 144
Total 88 81 72 53 71 365

Cizelge 4.13. Orneklerin konum-grup aras1 Ki-Kare testi. Istatiksel analizler IBM
SPSS v22 programiyla gerceklestirilmistir.

Ki-kare Testi
Grup Deger  df Onem
deg (2
tarafh)
Pearson Ki- 54,400 12 ,000
Kare
Benzerlik oran1 62,447 12 ,000

Gegerli say1 365

Konum ve transpozon grubu arasindaki iligskiyi belirlemek igin yapilan ki-kare
testi sonucunda hesaplanan deger beklenen degerden yiiksek ¢ikmustir. Ayni
zamanda istatiksel onem degerinin 0,5’ten kiigiik ¢tkmasi da konum ve transpozon

grubu arasinda anlamli bir iligki oldugunu gostermektedir.
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4.4.  Fungusit Direnclilik Testleri
4.4.1. Spor Asamasi Direnclilik Testleri

Farkl1 fungusit konsantrasyonlarinda hazirlanan (3 pg/mL, 1 pg/mL, 0,3 pg/mL,
0,1 pg/mL) s1v1 besi ortamlarina her bir transpozon grubundan ekimler yapilmis ve
48 saat 20 °C’de inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda Orneklerin
spektrofotometrik 6lciimii 492 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir. Orneklerin
absorbans degerleri Cizelge 4.14, 4.15 ve 4.16°da verilmistir.

Cizelge 4. 14 Fenhexamid’e ait 492 nm absorbans degerleri (Kons:
Konsantrasyon, K: Negatif kontrol)

Fenhexamid
Kons. O.saat Transposa Boty Flipper Vacuma K
3 ng/mL 0,0254 0,8816 1,0774  0,8161 0,8290  1,1157
1 pg/mL 0,0537 0,6142 0,6223  0,6204 0,6105  1,1367
0.3 ng/mL.  0,0388 0,2516 0,2163  0,2717 0,2894  1,1146
0.1 pg/mL.  0,0513 0,1975 0,1802  0,1798 0,1667  1,1120

Cizelge 4. 15. Carbendazim’e ait 492 nm absorbans degerleri (Kons:
Konsantrasyon, K: Negatif kontrol)

Carbendazim

Kons. O.saat Transposa Boty Flipper Vacuma K

3 ng/mL 0,0146 0,7018 0,7479 0,7174 0,2001 1,1157
1 pg/mL 0,0524 10,2187 0,2868  0,5424 0,1453  1,1367
0.3 pg/mL.  0,0336 0,1861 0,1603  0,2368 0,1221  1,1146
0.1 pg/mL.  0,0527 0,1777 0,1631  0,1927 0,0667 1,1120

Cizelge 4. 16. Cyprodinil’e ait 492 nm absorbans degerleri (Kons: Konsantrasyon,
K: Negatif kontrol)

Cyprodinil
Kons. 0.saat Transposa Boty Flipper Vacuma K
3 pg/mL 0,0123 0,1336 0,1074  0,1121 0,1513  1,1157
1 pg/mL 0,0569 0,1388 0,1123  0,1537 0,1627  1,1367
0.3 ng/mL.  0,0428 0,1428 0,1146  0,1624 0,1734  1,1146

0.1 pg/mL.  0,0510 0,1830 0,1254 0,1869 0,1810 1,1120
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Fungusitlerin biiyiime inhibisyon yiizdeleri (Growth Inhibition Percentence, GIP)
asagidaki formiille hesaplanmis ve Cizelge 4.17, 4.18 ve 4.19 ile Sekil 4.17, 4.18
ve 4.19°de verilmistir.

100

ACyy — ACyy) — (AF;, — AF, ——
[(ACe, to) — (AFp, tO)]x(ACtZ—ACm)

Formiilde ACy,: Kontrol grubu 72. saat absorbans degeri, ACy: Kontrol grubu 0.
saat absorbans degeri, AF, Fungusit grubu 72. saat absorbans degeri, AFy:
Fungusit grubu 0. Saat absorbans degerini ifade etmektedir.

Cizelge 4. 17 Fenhexamid’e ait biiylime inhibisyon yiizdesi (GIP) degerleri

Fenhexamid GIP degerleri

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma
3 ng/mL 85,745 86,034 88,857 89,582
1 ng/mL 80,866 82,777 80,737 78,505
0,3 ng/mL 48,316 46,148 48,316 49,517
0,1 pg/mL 24,297 25,088 24,297 29,791

Cizelge 4. 18 Carbendazim’e ait biiylime inhibisyon yiizdesi (GIP) degerleri

Carbendazim GIP degerleri

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma
3 ng/mL 87,056 86,602 87,603 98,736
1 pg/mL 86,302 86,655 83,706 93,735
0,3 ng/mL 83,374 75,532 56,702 91,640
0,1 ng/mL 39,980 51,886 41,239 86,693

Cizelge 4. 19 Cyprodinil’e ait biiyiime inhibisyon yiizdesi (GIP) degerleri

Cyprodinil GIP degerleri

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma
3 pg/mL 91,844 91,420 91,544 90,945
1 pg/mL 91,377 90,978 91,377 89,916
0,3 ng/mL 91,018 90,770 91,018 88,950

0,1 pg/mL 87,513 89,796 87,407 88,264
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Sekil 4.17 Fenhexamid’e ait GIP degerlerinin box-whiskered grafigi

Spor agamas1 denemelerinde fenhexamid’e ait grafikte fenhexamid’in, denenen fi¢
fungusit icinde, fungus sporlari flstiinde en disiik etkiye sahip oldugu
goriilmektedir (yiizde inhibisyon oranlarina gore). Bununla birlikte fenhexamid
flipper grubu tizerinde en yiiksek etkiyi gosterirken en diisiik etkiyi boty grubu

lizerinde gostermistir.
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Sekil 4.18 Carbendazim’e ait GIP degerlerinin box-whiskered grafigi

Spor asamas1 denemelerinde carbendazim’e ait grafikte carbendazim’in, denenen
ii¢ fungusit i¢inde, fungus sporlar1 istiinde orta derecede etkiye sahip oldugu
goriilmektedir (ylizde inhibisyon oranlarina gore). Bununla birlikte carbendazim
vacuma grubu lizerinde en yiiksek etkiyi gosterirken en disiik etkiyi flipper grubu

lizerinde gostermistir.
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Sekil 4.19 Cyprodinil’e ait GIP degerlerinin box-whiskered grafigi

Spor asamasi denemelerinde cyprodinil’e ait grafikte cyprodinil’in, denenen fi¢
fungusit iginde, fungus sporlar1 {stiinde en yiiksek etkiye sahip oldugu
goriilmektedir (yiizde inhibisyon oranlarina gore). Bununla birlikte cyprodinil boty
grubu iizerinde en yiiksek etkiyi gosterirken en diisiik etkiyi flipper grubu tizerinde

gostermistir.
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4.4.2. Misel Asamasi Direnclilik Testleri

Cizelge 3.13’teki konsantrasyonlarda fungusit igeren PDA besi ortamlar
hazirlanmig ve her bir transpozon grubundan hazirlanan besi ortamlarma ekim
yapilmig ve 20 °C’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda petriler
iizerinde olusan kolonilerin ¢ap1 6l¢iilmiistiir.

Elde edilen zon gaplar1 ve inhibisyon yiizdeleri kullanilan fungusite gore sirasiyla
fenhexamid, carbendazim ve cyprodinil olmak iizere Cizelge 4.20, 4.21, 4.22,
4.23, 4.24 ve 4.25°de Sekil 4.20, 4.21, 4.22, 4.23, 4.24, 4.25, 4.26, 4.27, 4.28,
4.29, 4.30, 4.31 ve 4.32’te verilmistir.

Cizelge 4. 20 Fenhexamid’e ait koloni ¢aplar1 (Degerler milimetre cinsindendir)

Fenhexamid koloni ¢aplar:

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma
5000 mg/L O 0 0 0

500 mg/L 0 0 0 0

50 mg/L 0 0 0 0

25 mg/L 0 0 0 0
125mg/L O 0 0 0

10 mg/L 0 0 0 0

5 mg/L 35 55 40 45

2 mg/L 36 56 44 50

0 mg/L 40 70 55 53

Cizelge 4.21 Fenhexamid’e ait yiizde inhibisyon oranlar1

Fenhexamid koloni ¢aplari

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma
5000 mg/L. 100 100 100 100

500 mg/L 100 100 100 100

50 mg/L 100 100 100 100

25 mg/L 100 100 100 100
125mg/L 100 100 100 100

10 mg/L 100 100 100 100

5 mg/L 12.5 214 27 15

2 mg/L 10 20 20 5.6

0 mg/L 0 0 0 0
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Sekil 4.20 Fenhexamid’e ait misel agamasi yiizde inhibisyon grafigi

Misel asamasi denemelerinde fenhexamid’e ait inhibisyon degerlerine
baktigimizda fenhexamid’in en diisiik dozda etki gostererek en yiiksek inhibisyon
oranina sahip oldugu goriilmektedir. En yiiksek inhibisyon flipper grubunda
gozlenirken, en diisiik inhibisyon transposa grubunda gozlenmistir.
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Sekil 4.22 Fenhexamid’e ait 5 mg/L konsantrasyonda vacuma grubuna ait ireme
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Sekil 4.24 Fenhexamid’e ait 5 mg/L konsantrasyonda transposa grubuna ait tireme
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Cizelge 4. 22 Carbendazim’e ait koloni ¢aplar1 (Degerler milimetre cinsindendir)

Carbendazim Koloni ¢aplari

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma
1250 mg/L O 0 0 0

1000 mg/L 15 23 0 19

750 mg/L 17 24 0 21

75 mg/L 19 45 0 32

50 mg/L 20 47 12 36

7,5 mg/L 21 50 15 43

5 mg/L 27 53 17 55

2.5 mg/L 30 54 21 56

0 mg/L 40 62 43 65

Cizelge 4. 23 Carbendazim’e yiizde inhibisyon oranlari

Carbendazim koloni ¢aplari

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma
1250 mg/L 100 100 100 100
1000 mg/L  62.5 62 100 70.7
750 mg/L 57.5 60 100 67.7

75 mg/L 52.5 27.4 100 51.8

50 mg/L 50 24 72 44.6
7,5mg/L 475 20 65 33.8

5 mg/L 325 14.5 60 15

2,5 mg/L 25 12.9 51 13

0 mg/L 0 0 0 0
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Sekil 4.25 Carbendazim’e ait misel agamas1 yiizde inhibisyon grafigi

Misel asamasi denemelerinde carbendazim’e ait inhibisyon degerlerine
baktigimizda carbendazim’in en yiiksek dozda etki gostererek en diisiik inhibisyon
oranina sahip oldugu goriilmektedir. En yiiksek inhibisyon transposa grubunda
gozlenirken, en diislik inhibisyon vacuma grubunda goézlenmistir.



Sekil 4.27 Carbendazim’e ait 5 mg/L konsantrasyonda boty grubuna ait tireme
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Sekil 4.28 Carbendazim’e ait 5 mg/L konsantrasyonda transposa grubuna ait

ureme

Sekil 4.29 Carbendazim’e ait 5 mg/L konsantrasyonda flipper grubuna ait iireme



81

Cizelge 4. 24 Cyprodinil’e ait koloni ¢aplar1 (Degerler milimetre cinsindendir)

Cyprodinil koloni ¢caplari

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma

400 mg/L 0 0 0 0

200 mg/L 0 0 0 0

100 mg/L 0 0 0 0

50 mg/L 0 0 0 0

25 mg/L 0 0 0 0

20 mg/L 27 55 33 50

10 mg/L 32 58 38 55

0 mg/L 45 66 43 61
Cizelge 4. 25 Cyprodinil’e yiizde inhibisyon degerleri

Cyprodinil koloni ¢caplari

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma

400 mg/L 100 100 100 100

200 mg/L 100 100 100 100

100 mg/L 100 100 100 100

50 mg/L 100 100 100 100

25 mg/L 100 100 100 100

20 mg/L 40 17 23 19

10 mg/L 29 13 12 10

0 mg/L 0 0 0 0
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Sekil 4.30 Cyprodinil’e ait misel agamasi ylizde inhibisyon grafigi

Misel asamasi denemelerinde cyprodinil’e ait inhibisyon degerlerine baktigimizda
cyprodinil’in denenen ii¢ fungisit i¢cinde orta derecede inhibisyon oranina sahip
oldugu goriilmektedir. En yiiksek inhibisyon transposa grubunda gézlenirken, en
diisiik inhibisyon boty grubunda gézlenmistir.
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Sekil 4.31 Cyprodinil’e ait 20 mg/L konsantrasyonda boty grubuna ait iireme

Sekil 4.32 Cyprodinil’e ait 20 mg/L konsantrasyonda flipper grubuna ait iireme
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Daha sonra iireme gosteren petrilerden koloni kenarindan bir delici yardimiyla 6
mm ¢apinda plaklar alinmis ve hazirlanan minimal ortamlarin (MM) merkezine

fungus tireyen kisim altta kalacak sekilde yerlestirilmistir (Sekil 4.33).

Sekil 4.33 Agar delici ile koloni kenarindan plaka alinmasi (sagda) ve MM
ortamina yerlestirilmesi (solda).

Sonrasinda besi ortamlar1 20 °C’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda petriler iizerinde olugan kolonilerin ¢ap1 6l¢iilmiistiir. Elde edilen degerler
Cizelge 4.26, 4.27 ve 4.28’de ve Sekil 4.34, 4.35 ve 4.36°de verilmistir.



Cizelge 4. 26 Fenhxamid’e ait MM koloni ¢aplar1 (Degerler milimetre

cinsindendir)

Fenhexamid MM Kkoloni ¢caplar

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma
5 mg/L 50 90 58 90
2 mg/L 55 90 60 70
0 mg/L 67 90 70 90

Cizelge 4. 27 Carbendazim’e ait MM koloni ¢aplar (Degerler milimetre
cinsindendir)

Carbendazim MM koloni ¢caplari

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma
1000 mg/L 48 80 0 76
750 mg/L 40 66 0 65
75 mg/L 34 46 0 54
50 mg/L 29 42 0 54
7.5 mg/L 27 35 0 52
5 mg/L 26 35 0 46
2.5 mg/L 44 38 0 49
0 mg/L 41 54 43 67
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Cizelge 4. 28 Cyprodinil’e ait koloni ¢aplar1 (Degerler milimetre cinsindendir)

Cyprodinil MM koloni ¢aplari

Kons. Transposa Boty Flipper Vacuma
20 mg/L 48 80 33 71
10 mg/L 37 61 38 52
0 mg/L 47 64 45 59
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Sekil 4.34 MM iizerinde fenhexamidli besiyerinden aktarilan transposa grubu
iiremesi

Sekil 4.35 MM iizerinde carbendazimli besiyerinden aktarilan vacuma grubu

uremesi
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Sekil 4.36 MM iizerinde cyprodinilli besiyerinden aktarilan boty grubu iiremesi

Hem spor hem de misel asamasi denemeleri tamamlandiktan sonra 1Csy degerleri
asagidaki formiille, http://www.ic50.tk/ internet adresindeki hesaplama motoru

kullanilarak hesaplanmistir. Cizelgeler ayni internet sitesinden elde edilmistir
(Cizelge 4.29,4.30 ve 4.31).

(b—a)

(1+()%)

Formiilde y: 1Cs, c: konsantasyon, a: minimum deger, b: maksimum deger, d: Hill

y=a+

katsayisi, x: istenilen konsantrasyonu ifade etmektedir.

Cizelge 4. 29 Fenhexamid i¢in hesaplanan maksimum, minimum, 1Cs, ve Hill
katsayis1 degerleri

Fenhexamid 1Cs degeri

Transposa Boty Flipper Vacuma
Minimum 10 20 20 5,6
Maximum 100 100 100 100
ICs 5,35 5,39 5,21 5,23
Hill 52.29 5316 5042 52,91

katsayisi



http://www.ic50.tk/
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Cizelge 4. 30 Carbendazim i¢in hesaplanan maksimum, minimum, ICs, ve Hill
katsay1s1 degerleri

Carbendazim 1Cs, degeri

Transposa Boty Flipper Vacuma
Minimum 25 12,9 51 13
Maximum 100 100 100 100
1Csq 165,63 166,1 51,99 211,34
Hill 0,072 147 1894 0,088
katsayisi

Cizelge 4. 31. Cyprodinil i¢in hesaplanan maksimum, minimum, ICs, ve Hill
katsayist degerleri

Cyprodinil 1Cs, degeri

Transposa Boty Flipper Vacuma
Minimum 29 13 12 10
Maximum 100 100 100 100
I1Cs 20,38 20,39 20,24 20,27
Hill 153,20 156,88 161,1 162,52

katsayisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Cilek hem giinliik beslenmede hem de sanayide kullanilan ve ithalati yapildigi i¢in
ticari agidan da Oneme sahip bir tarimsal {irlindiir. Fakat ¢ilek ¢ok g¢abuk
bozulabilen bir meyvedir. Funguslara bagli ortaya c¢ikan kiiflenme cilekte en
yaygin goriilen bozulma sebebidir. Hasat Oncesi, hasat zamani1 ve hasat sonrasi
donemlerde {iriin kayiplarina yol agmaktadir. Bu patojenlerin hem tiirlerinin hem
de bu tiirlerin populasyonlarimin genetik yapisinin dogru bir sekilde tanilanmasi
irin kayiplarina karst miicadelede yiiksek Oneme sahiptir. Bu patojen kif
tiirlerinin  yalnizca morfolojik yoOntemlerle tanilanmasi bunlarla miicadelede
yetersiz kalmaktadir. Ciinkii morfolojik tanilamada cins diizeyinde tanilama
yapilirken tiir diizeyine inildiginde; baz1 tiirlerin birbirinden ayrilmasi
zorlagmaktadir. Bununla birlikte morfolojik tanilamada populasyonlarin genetik
yapilari belirlenememektedir. Bu ise bilingsiz fungusit kullanimini arttirmaktadir.
Giin gectikce gelisen molekiiler ve biyoteknolojik yontemler funguslarin hem tiir
seviyesinde hem de genetik yapilarinin tanilanmasinda giivenilir ve hizli sonuglar
saglamaktadir. Calismada Aydin ve Mersin illerinden toplanan hastalikli ¢ilek
meyvelerinden elde edilen funguslarin tiir diizeyinde tanilamasi molekiiler
yontemlerle gergeklestirilmis, B.cinerea tiirliniin popuasyon yapisi transpozon
gruplaria gore belirlenmis ve her bir transpozon grubunun farkli fungusitlere
kars1 direngliligi 6l¢lilmiistiir.

5.1.  Morfolojik ve Molekiiler Tamilama

Bu ¢alismada 2016-2017 yillarinda gilek tiretiminin en yiiksek oldugu 5 konumdan
(Atca, Sultanhisar, Yenipazar, Anamur ve Silifke) hastalikli cilek meyveleri
toplanmig ve bu toplanan ¢ileklerden 10 cinse ait 15 tiir tespit edilmistir (Cizelge
4.1). Botrytis cinerea ve Alternaria alternata biitiin konumlardan elde edilmistir.
Bu durum Un (2015)’iin yaptig1 yiiksek lisans tez ¢aligmasiyla uyusmaktadir.

Funguslarda morfolojik tanilama yapilirken koloni sekli, koloni rengi, konidia
yapisi, sekli, rengi, spor yapisi ve sekli gibi karakterlere bakilmaktadir. Fakat bu
karakterler ¢evre sartlarina gore degisebilmektedir. Konukgu veya kullanilan besi
ortami, diger biyotik ve abiyotik faktorler morfolojik karakterleri etkilemektedir.
Fakat molekiiler tanilama yontemleri genom bilgisini kullanmaktadir. Cevresel
etmenler fenotipik karakterleri etkilerken genotip {lizerine etkisi yoktur veya kalict

etki olusturmasi uzun zaman almaktadir. Molekiiler tanilama i¢in segilen genom
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bolgesi korunmusg bir bolge oldugu icin evrimsel siirecte degisiklige ugramamis
veya ¢ok az degisiklige ugramistir. Bu durum morfolojik yontemlere gore daha
giivenilir bir tanilamaya olanak saglamaktadir.

Internal transcribed spacer (ITS) bolgesi funguslarin molekiiler tanilanmasinda
kullanilan, evrimsel siirecte korunmus, fungus taksonomisinde kabul goren bir
rDNA bolgesidir (Schoch ve ark., 2012). Morfolojik olarak cins diizeyinde
tanilama yapilirken molekiiler olarak tiir diizeyine inilmistir. ITS bolgelerinin PCR
ile c¢ogaltilip, dizi analizi yapilmasi sonucunda, c¢aligmamizda kullanilan B.
cinerea’da dahil olmak {izere 10 cins ve 15 tir elde edilmistir. Bu tiirlerin
filogenetik iligkileri MEGA 7.0 programimmda Gamma dagilimli Tamura 3
modeliyle olusturulmustur (Sekil 4.6). Olusturulan agagta ayni cinse ait tiirlerin
yakin dallarda ¢ikmasi bootstap testinin yaninda, agacin dogrulugunu gosteren bir
bulgudur.

ITS bolgesiyle ¢aligmadaki biitiin tiirlerin tanilamasi yapilabilmistir. Geotrichum
candidum hari¢ diger biitiin tiirler bitki patojeni olarak gegmektedir (Johnson ve
ark., 1990; Adrian ve ark., 1997; Lagopodi ve Thanossoulopulos, 1998;
Narasimhan ve ark., 2001; Herman ve ark., 2004: Saremi, 2011; Zhao ve ark.,
2011; Van Hemelrijck ve ark., 2017; Zhou ve ark., 2017). Geotrichum
candidum’un ise bitki patojeni olduguna dair bir durum rapor edilmemistir.
Memeli patojeni olarak gegmekte olup nadiren hastaliga sebep olmaktadir (Pottier
ve ark., 2008) ve sadece {i¢ 6rnegin tanilanmasi tarlada ¢alisan isgilerden veya
tarlaya giren kedi kopek gibi kiiglik memelilerden kontaminasyonla olabilecegini
diistindiirmektedir.

Calismada elde edilen bitki patojeni funguslar agisindan Aralik ve Nisan aylarinda
toplanan orneklerde tiir bakimindan farklilik gériilmemis, sadece say1 bakimindan
Nisan ayinda daha yiiksek sayida drnekler elde edilmistir. Bunun sebebinin kigin
diistik sicaklikta fungal aktivitenin azalmasindan kaynaklandigi sdylenebilir.

5.2. Botrytis cinerea Populasyonlarimin Transpozon Gruplandirmasi

Botrytis cinerea boty ve flipper adli iki adet transpozonun bulunup bulunmamasina
gore dort gruba ayrilmaktadir. Bunlar her iki transpozon’un da bulundugu
transposa, yalnizca birinin bulundugu boty veya flipper, her iki transpozonun da
bulunmadig1 vacuma gruplaridir. Yapilan ¢alismalar farkli transpozon gruplarmin
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fungusitlere kars1 farkli direng diizeyleri gosterdigini ortaya koymuslardir
(Kretschmer ve Hahn, 2008; Samuel ve ark., 2012; Fekete ve ark., 2012). Bu
calismada populasyonlarin transpozon frekanslari belirlenerek populasyonun
genetik yapist belirlendi ve yapilan fungusit direnglilik testleriyle etkili doz in-
vitro olarak tespit edildi ve bunun pratikte kullanimina laboratuvar verileri 1s1ginda
yorum yapilmaya galigildu.

Toplamda tanilanan 154 6rnegin transpozon gruplarina gore frekans dagilimi
transposa 31, boty 71, flipper 16 ve vacuma 36 olarak belirlenmis, yiizdeleri ise
strastyla % 20,1, % 46,1, % 10,4 ve % 23,4 olarak bulunmustur. Transpozonlarin
genom  {izerinde hareket edebilmesi populasyonun genetik yapisim
degistirebilmektedir. Bu durum patojenin miicadele yontemlerine kolay adapte
olmasina yol acabilmektedir. Ulkemizde ilk defa gerceklestirilen bu ¢alismayla bu
degisim dinamiklerinin anlasilmasi i¢in ilk adim atilmistir. Son yillarda bu tarz
calismalar diger iilkelerde devam etmekte; yillar icinde de tekrarlanarak
populasyonlarin transpozonlara bagli genetik yap1 degisiminin daha iyi anlagilmasi
icin ¢aligmalar yapilmaktadir. Kretscmer ve Hahn (2008) Kaiserslautern,
Almanya’da yaptiklar1 ¢aligmada transposa grubunu % 30 ile ilk sirada, boty
grubunu % 23,5 ile ikinci sirada, vacuma grubunu % 14,4 ile igiincii sirada
bulurlarken flipper grubuna rastlamamuglardir. Samuel ve ark. (2012)
Thessaloniki, Yunanistan’da yaptiklar1 ¢aligmada transposa grubunu en fazla,
vacuma grubunu ikinci sirada, flipper grubunu {iglincii sirada, boty grubunu ise
dordiincii sirada bulmuslardir. Fekete ve ark. (2012) Debrecen, Macaristan’da
yaptiklar1 ¢alismada ilk sirada boty, ikinci sirada transposa, tigiincii sirada vacuma
ve en son olarak flipper grubunun geldigini bulmuslardir. Asadollahi ve ark.
(2013) Debrecen, Macaristan’da yaptiklar1 ¢alismada sirasiyla yiiksekten diisiige
transposa, flipper, boty ve vacuma grubu olarak bulmuslardir. Kumari ve ark.
(2014) Yeni Delhi, Hindistan’da yaptiklar1 ¢alismada ilk sirada boty, ikinci sirada
flipper, tiglincii sirada vacuma ve son sirada ise transposa grubunu bulmuslardir.
Transpozonlara gore populasyonlarin yapisi iilkeden iilkeye degisiklik gostermekle
beraber; B. cinerea’nin transpozonlara bagli populasyon yapisi siklikla
degisebilmektedir. Debrecen, Macaristan’da bir y1l arayla yapilan ¢aligmada 2012
yilinda boty grubu ilk siradayken, 2013 yilinda {gilincii siraya gerilemistir.
Transposa grubu 2012 yilinda bulundugu ikinci siradan 2013 yilinda ilk siraya
yiikselmistir. B. cinerea’nin fungusitlere karsi yiiksek direng goéstermesinin en
onemli sebeplerinden biri populasyon yapisinin hizla degisebilmesidir.
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Transpozon gruplarinin dagilim {ilkeler ve ayni iilke i¢indeki bdlgeler arasinda ve
yillara gore farklilik gosterebilmektedir. Bu farkliligin nedenlerinin basinda
kullanilan miicadele yontemleri gelmektedir. Calismada belirlenen bolgelerdeki B.
cinerea populasyonlarinin transpozon yapilart belirlenmistir. Zamanla bu yap1
degisebilecek olsa da populasyondaki transpozon dinamiklerinin anlasilmasi

agisindan 6nemli bir caligmadir.

Transpozonlarin ilge bazinda dagilimia baktigimizda benzer bir frekans dagilimu
gdsterdigini anlayabiliriz. Ornek toplanan biitiin ilgelerde boty ilk sirada gelirken,
vacuma ikinci sirada, transposa tgiincii sirada ve flipper dordiincii sirada
gelmektedir. Atca harig biitiin ilgelerde dort transpozon grubuna da rastlanirken
yalnizca Atga’da flipper grubuna rastlanmamistir. Flipper grubu biitiin
populasyonlar iginde en az sayida rastlanan gruptur. Hali hazirda az sayida olan bu
grubun fungisit hassasiyeti de géz 6niine alindiginda baz1 populasyonlar arasinda
kaybolma ihtimali vardir. Kumari ve ark. (2014) Yeni Delhi, Hindistan’da
yaptiklar1 ¢aligmada Dogu Hindistan’da boty ve transposa’ya rastlamayip sadece
flipper ve vacuma’ya rastlamiglardir Kuzey Hindistan’da dort gruba da
rastlamiglardir. Aymi  sekilde Merkez Nepal’de yalnizca boty grubunun
bulundugunu gostermislerdir. Bu durum transpozonlarin bulunduklar1 bolgeye
gbre oranlarinin degisebildigini gostermektedir. Yapilan ¢aligmada frekans ve
yiizdeler fakli olsa da genel dagilim durumu biitiin ilgelerde benzerdir. Konum-
grup arasindaki ki-kare testine bakacak olursak (Cizelge 4.13) gozlenen degerin
beklenen degerden yiiksek c¢iktigini gorebiliriz. Ayrica p degeri 0,05’ten kiiglik
cikmustir. Yani grup ve konum arasinda anlamli bir iliski oldugunu sdyleyebiliriz.

Illere gore duruma baktigimizda da genel ve ilgelerle benzer bir frekans diizeni
ortaya ¢ikmaktadir. Farkli olarak Mersin’de boty grubu Aydin’a gére % 5 daha
fazla goriilmiistiir. Diger gruplarda fark % 1,5’un altinda ¢ikmustir. Ornekleme
yapilan iki ilde de transpozon oranlarinin bu kadar yakin ¢ikmasimin sebepleri
arasinda kullanilan tarimsal yontemlerin benzer olmasi, mevsimsel is¢ilerle

ve/veya rilizgar gibi faktorlerle sporlarin taginmasi olabilir.
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5.3. Fungusit Direnclilik Testleri

Ornek toplanan yerlerdeki ciftcilerin cilekte kursuni kiif hastaligiyla miicadele i¢in
yaptiklar1 uygulama ziraat miithendisinin tavsiye ettigi zamanlarda sulama suyuna
tercih ettikleri fungisiti karigtirmakla siirhdir. Ekim 6ncesinde topraga veya
fidelere herhangi bir sterilizasyon islemi uygulanmamaktadir. Ayrica cileklerin
tarlada bulunduklar1 donemde bitkinin c¢liriiyen kisimlarinin uzaklastirilmasi
asamasinda bitkiden koparilarak alinan bu kisimlar tarladan uzaklastirilmamakta,
genellikle sulama kanallarinin igine birakilmaktadirlar. Seralarin ic¢indeki sicak
havaninda etkisiyle fungus sporlar1 seranin tamamina yayilabilmektedir. Bu durum

kontaminasyonun tam anlamiyla kontrol altina alinamamasina yol agmaktadir.

Fungusit direnglilik testleri ii¢ fungusitle iki asamada gerceklestirilmistir. Ilk
asamada fungusitlerin fungal sporlar {izerindeki etkilerine bakilmis, ikinci
asamada fungusitlerin miseller tizerindeki etkisine bakilmistir.

Hesaplanan degerler 1s1ginda kullanilan fungusitler iginde, spor agsamasi
deneylerinde, Cyprodinil en etkili (% 87<) bulunurken, en az etkili Fenhexamid
(% 24 - % 89) bulunmustur. Carbendazim’in etkisi % 39 ile % 98 arasinda

bulunmustur.

Cyprodinil’in etkisini methionin biyosentezini engelleyerek gosterir. Okaryotlarda
protein sentezi metiyonin amino asidi ile baglar. Bu amino asidin biyosentezinin
engellenmesi protein sentezine de ket vuracaktir. Bu 6zelligi dikkate alirsak en
etkili fungusitin Cyprodinil olmasi olasidir. Sporlar ¢imlenme asamasini
gecememekte, bu da absorbansta fazla bir artis olmasini engellemektedir.

Carbendazim hiicrenin iskelet elemanlarindan biri olan B-tubulin’in alt tinitesine
baglanarak sporlardan olusan ¢imlenme tlipiiniin yapisini bozmakta, sporlar
¢imlenmeye baslasa da bozuk iskelet yapisindan dolayr bu asamanin Gtesine
gecememektedir. Fakat sporlar c¢imlenmeye basladigi icin absorbansta artig
olmaktadir.

Fenhexamid’in daha ¢ok koruyucu olarak kullanilmasi en az etkili olmasini
aciklamaktadir. Fenhexamid’in 10 pg/mL konsantrasyona kadar cimlenmeyi
engellemedigi Delen (2016) tarafindan rapor edilmistir. Delen ayrica bu
konsantrasyonlardan daha diisiik konsantrasyonlarda uzun siire bekletmenin
durdurucu etki yaptigindan bahsetmistir. Fakat bu uygulama topragin ve ekilecek
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cilek fidelerinin uzun siireli fungusite maruz kalmasi anlamina gelmektedir. Uzun
stireli bu maruz kalmada toprakta ve bitki biinyesinde fungisit birikmesi olacaktir.
Bu uygulama laboratuvar sartlarinda uygulanabilirken tarlada uygulanmasi
fungisit birikiminden dolayr hem saglik hem de ekonomik ag¢idan miimkiin
degildir.

Fungusitlerin spor asamasindaki etkisine transpozon gruplari {izerinden bakacak
olursak cyprodinil i¢in sirasiyla yiiksekten aza transposa, boty, flipper ve vacuma
olarak bulunmustur. Carbendazim igin Sirasiyla yiiksekten aza vacuma, flipper,
transposa ve boty olarak bulunmustur. Fenhexamid i¢in sirasiyla yiiksekten aza
vacuma, flipper, boty ve transposa olmustur. Beklenildigi gibi uygulanan doz
miktart ile fungisitin etkisi dogru orantilidir.

Misel asamasinda her bir transpozon grubundan PDA besi yerine misel ekilmis ve
inkiibasyona birakilmstir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan fungusitleri igeren
PDA besiyerlerine her bir transpozon grubundan ekim yapilmistir. Ureme goriilen
konsantrasyonlarda koloni ¢ap1 6l¢iilmiistiir.

Misel asamasindaki denemelerde her ii¢ fungusit i¢inde etki sirasi yiliksekten aza
flipper, transposa, vacuma ve boty olmustur. Etki eden konsantrasyonlar ise
fungusite gore degismektedir. Fenhexamid igin oOnerilen doz olan 5000 mg/L
dozun ¢ok altinda 10 mg/L dozda etki etmekte altindaki dozlarda ise etki
goriilmemektedir. Delen (2016) laboratuvar kosullarinda Fenhexamid’in etkili
olabildigini fakat tarla kosullarinda laboratuvardaki kadar etkili olmadigim
belirtmistir. Bunun sebebi laboratuvar kosullarinda patojenin fungusitle direkt
maruz Kalirken tarla ortaminda dis etkilere maruz kalmakta bu da etkisini
azaltmaktadir. Ayrica fenhexamid toksik etkisinden dolay1 yiiksek dozlarda
kullanilamamakta, sadece koruyucu olarak kalmaktadir. Sadece elde edilen
sonuglar 1s18inda, laboratuvar sartlarinda, fenhexamid en diisiik dozda etki
gOstermistir. Bunu cyprodinil ve carbendazim izlemistir. fenhexamid ve cyprodinil
tavsiye edilen dozun altinda da etki gosterirken carbendazim tavsiye edilen 750
mg/L dozun iistiine ¢ikmig, 1000 mg/L’de bile tireme gorilmiis, 1250 mg/L de
iireme gortilmemistir. Flipper transpozon grubu ise bu duruma uymamis 50 mg/L
tizeri dozlarda tireme goriilmemistir. Doz olarak baktigimizda fenhexamid,
laboratuvar kosullarinda en diisik dozda etki gOstermis, carbendazim ise en
yiiksek dozlarda etki gostermistir. Her bir fungusitin, misel asamas1 deneyleri i¢in,
yiizde inhibisyon oranlarma bakildiginda; fenhexmid i¢in (5 mg/L), en yiiksek
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yiizde inhibisyonun flipper’da en diisiigiiniinde transposa’da oldugunu gorebiliriz.
Bu bilgi 151¢1nda fenhexamid’e en hassas transpozon grubunun flipper (% 27), en
direngli transpozon grubunun ise transposa (% 12.5) oldugunu soyleyebiliriz.

Carbendazim igin ise (50 mg/L) yine en hassas transpozon grubunun flipper (%
72), en direngli transpozon grubunun ise boty (% 24) oldugu goriilmektedir.
Cyprodinil i¢in (20 mg/L), en hassas grup transposa (% 40), en direngli grubun ise
boty (% 17) oldugu goériilmektedir. Her ii¢ fungusit iginde en hassas transpozon
grubu flipper grubu olurken, en direngli gruplarin transposa ve boty oldugunu
gorebiliriz. 1ki transpozonu da tasimayan vacuma grubu fenhexamid icin ikinci
sirada, carbendazim igin tgilincli sirada, Cyprodinil igin yine ikinci sirada
gelmektedir. Bu farkin sebebi her ii¢ fungusitin de farkli etki mekanizmalarina
sahip olmasi olarak aciklanabilir. Spor denemelerinde en etkili fungusitin
metiyonin biyosentezini engelleyen cyprodinil olmasi ¢imlenmenin baslamasini
engellemekte dolayisiyla {ireme  gerceklesememektedir. Misel asamasi
deneylerinde ekim misellerden yapildig1 i¢in hiicre zar1 yapisinda bulunan sterol
biyosentezini engelledigi i¢in misellerin yapisini bozmakta, bu ise iireme oranini

diistirmektedir.

Her bir fungisitin 1Csy degerlerine baktigimizda fenhexamid i¢in degerlerin 5,20 —
5,40 ug/L arasinda oldugu goriilmektedir. Litrede 6 pg’dan diisiik ¢ikan degerler
icin B. cinerea’nin fenhexamid’e karsi hassas oldugu sdylenebilir. Transpozon
gruplar1 agisindan baktigimizda flipper 5,21 ug/L ile en hassas grup, boty ise 5,39
ug/L ile en direngli grup olarak bulunmustur.

Carbendazim igin biitiin ICsy degerleri 50 pg/L’nin {istiinde bulunmustur. Bu
durum B, cinerea’min carbendazim’e karsi direngli oldugunu gostermektedir.
Fenhexamid de oldugu gibi carbendazimde de en hassas grup 51,99 pg/L ile
flipper olurken en direngli grup 211,34 pg/L ile vacuma olmustur.

Cyprodinil i¢in hesaplanan ICsy degerlerine baktigimizda degerlerin 20.24 — 20.39
ug/L arasinda oldugu gorilmektedir. Bu durumda tolerant olarak degerlendirmek
miimkiindiir. Yine en hassas grup 20.24 pg/L ile flipper grubu olurken en direngli
grup 20.39 pg/L ile boty olarak bulunmustur.

ICsq degerlerini dikkate alarak, B. cinerea’mn fenhexamid’e karsi hassas,
cyprodinil’e kars1 tolerant, carbendazim’e karsi direngli oldugu goriilmiistiir.
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Transpozon gruplari agisindan flipper grubu her ii¢ fungisit i¢inde en hassas grup
olarak one ¢ikmaktadir. Flipper grubunun diger gruplara gore daha az sayida
¢ikmasinin nedenlerinin baginda bu durumun oldugu sdylenebilir.

5.4. Sonuc¢

Sonug¢ olarak, calismada, morfolojik ve molekiiler tanilamada, kullandigimiz
B.cinerea da dahil olmak {izere 10 farkli cins ve 15 farkli tiir elde edilmistir.
Yapilan arazi ¢alismalarinda iki ilden toplam 154 adet B. cinerea izole edilmis ve
bu populasyonlarin Boty ve Flipper transpozon yapilar1 belirlenmistir. Toplanan
154 o6rnegin 31 tanesi transposa, 71 tanesi boty, 16 tanesi flipper ve 36 tanesi
vacuma olarak bulunmustur. Yapilan iki asamali fungusit direnglilik testlerinde
spor asamasinda cyprodinil’in, misel asamasinda ise fenhexamid’in daha etkili
oldugu goriilmiis; bu farkin farkli etki mekanizmalarina sahip olmalartyla iligkili
olabilecegi kanisina varilmigtir. Ayrica boty elementini iceren transposa ve boty
grubu bireylerin fungusitlere daha direngli oldugu goriilmiistiir. Sadece flipper
elementinin oldugu flipper grubunun fungusitlere kars1 hassas olmasi arazide daha
az goriilmesinin sebebi olarak goriilebilir. Bu durum transpozon hassasiyetini
etkileyen bolgenin flipper transpozonu iizerinde oldugu yorumuna agiktir.
B.cinerea’larin fenhexamid’e karsi hassas, carbendazim’e karsi direncli ve
cyprodinil’e kars1 tolerant oldugunu ICsq degerlerine bakarak sdyleyebiliriz.

Populasyonlarin transpozon yapilar1 bolgelere gore veya zaman i¢inde degisiklik
gostersede yapilan bu g¢alisma populasyon dinamiklerinin anlagilmasi agisindan
onemli bir ¢aligmadir. Tiirkiye’de ilk kez gergeklesen bu ¢alisma sonrasinda ¢ilek
iiretilen diger bolgelerde yapilacak c¢alismalar ve bu ¢aligmalarin zamana
yayilmasiyla populasyonlarin transpozon dinamikleri daha iyi anlasilabilecektir.
Bu sayede bu patojenle miicadelede daha etkili planlamalar gergeklestirilebilir.

Bu c¢alismada ¢ileklerde B. cinerea populasyonlarinin transpozon yapisi ve fungisit
direngliligi arastirilmistir. Fakat laboratuvar kosullarinda elde edilen sonuglar ile
saha denemelerinde elde edilen sonuglar farklilik gdsterebilmektedir. Bu sebeple
sonraki agamada transpozon gruplarma gore fungusit uygulamalarmin saha
denemeleri gergeklestirilmelidir. Spor asamasinda ve misel asamasinda farkli
fungisitlerin daha etkili olmasi tarlada, kis aylarinda ve bahar aylarinda farkli
fungisitlerin kullanilmas1 Onerilebilir. Bitki patojenleriyle yapilan kimyasal
miicadele her ne kadar bilingli yapilsa da kullanilan ilaglarin zamanla biinyede
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birikmesi kisa ve uzun vadede saglik sorunlarina yol acabilmektedir. Bu sebeple
arastirmacilar  biyolojik miicadele yOntemlerine yonelmeye baslamislardir.
Transpozon gruplari da goz Oniine alinarak; biyolojik miicadele yontemlerinin B.
cinerea tizerindeki etkileri de arastirilmalidir.
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