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OZET

AYDIN ILINDE CILEKTEKI FUNGAL KONTAMINASYONUN
MOLEKULER TANISI ve Botrytis cinerea TURUNUN GENETIK
YAPISI

Zeynep UN

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. H. Halil BIYIK
2015, 67 sayfa

Cilek hem sanayiye elverigli hem de taze olarak tiiketilebilen ¢ok lezzetli ve hos
kokulu bir meyve tiiridiir. Ayrica bol miktarda A,B,C vitaminleri, kalsiyum, demir
ve fosfor gibi mineral maddeler igerir. Son verilere gore iilkemiz 353,173 ton ile
diinya ¢ilek tiretiminde tigiincii sirada yer almaktadir. Cilek bitkisi ¢cok fazla fungal
hastaliga maruz kalmaktadir. Bu fungal hastaliklar baslica yaprak, meyve gibi
kisimlar1 hastalandiran toprak {istii hastaliklar ve kok ile kok bogazim
hastalandiran toprak kaynakli hastaliklar olarak siniflandirilmaktadir. Aydin ilinde
cilek bitkisinde fungal kontaminasyonun molekiiler olarak tanimlanmasi ve
Botrytis cinerea tiiriiniin populasyonlarinin yapisini belirlenmesine yonelik bir
caligma mevcut degildir. Bu nedenle bes (Umurlu, Kosk, Sultanhisar, At¢a ve
Yenipazar) lokaliteden toplanan hastalikli bitkilerden 347 kiif susu elde edilmistir.
Bu kiif suslarindan morfolojik olarak 11 farkli cins tanimlanmigtir. Molekiiler
tanimlama igin 78 6rnegin rDNA ITS gen bolgesi ¢ogaltilmis ve GENEBANK
verileri ile kiyaslanmasi sonucunda da 11 cinse ait 20 farkli tiir tanimlanmistir.
Botrytis cinerea tiiriniin populasyonlarinin yapisini belirlenmesi iginde dokuz
mikrosatellit bolgesi calisilmigtir. Caligilan bes lokalite de yapilan analizler
sonucunda genetik bir yapilanma oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak cilekte
kontamine olan funguslarin hem morfolojik hem de molekiiler tanilanmasi bir
birini desteklemistir. Bes Botrytis cinerea populasyonun iki gruba ayrildig: tespit
edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Cilek, Molekiiler Tanimlama, rDNA ITS, Botrytis cinerea,
Mikrosatellit, Aydin






ABSTRACT

GENETIC STRUCTURE OF THE POPULATION OF Botrytis cinerea
AND MOLECULAR DIAGNOSIS OF THE FUNGAL
CONTAMINATION IN STRAWBERY IN AYDIN PROVINCE

Zeynep UN

M.Sc. Thesis, Department of Biology
Supervisors: Dog. Dr. H. Halil BIYIK
2015, 67 pages

Strawberry is a kind of delicious and aromatic fruit which can be consumed as
fresh and also is suitable for industry. Besides, it contains A, B, C vitamins,
calcium, iron and phosphorus in rich amounts. According to last data, our country
is in the third place of strawberry production with 353.173 tons. However,
strawberry is exposed to many fungal diseases. These fungal diseases are mainly
classified as the diseases over the soil which is affective to parts like leaves and
fruits and the diseases under the soil which makes the roots and the neck rots sick.
In Aydin province, there isn’t a study for molecular identification of fungal
contamination in strawberry and for determination of population structure of
Botrytis cinerea. For this reason, 347 strains are obtained from the sick plants
which are collected from five different areas. From these strains, 11
morfologically different kinds are identified. For molecular identification, rDNA
ITS gene part of 78 examples are multipled and as a result of the compare with
GENEBANK data, 20 different kind that belong to 11 species are determined.
Nine microsatellite area are studied to determine the population structure of
Botryris cineara species. As a result of analysis in five areas, it is determined that
there is a genetical structure. As a consequence of this study, both molecular and
morfological identification results of the contaminated fungus in strawberry
supported each other. It is determined that five Botrytis cineara populations are
separated to two groups.

Keywords: Strawberry, Molecular Identification, rDNA ITS, Botrytis cinerea,
Microsatellite, Aydin
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Bu ¢alismam siiresince her tiirlii yardim ve fedakarligi esirgemeyen, bilgi, tecriibe
ve giiler ylzii ile caligmama 1gik tutan, insani ve ahlaki degerleri ile &rnek
edindigim, 6grencisi oldugum i¢in onur duydugum, ayrica bana bu g¢aligmayi
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1. GIRIS

Cilek iiziimsii meyveler grubuna giren, ¢ok yillik, otsu bir bitkidir. Ilkbaharda
hicbir meyvenin bulunmadigi bir zamanda olgunlasmasi1 nedeniyle, tiiketici
tarafindan tercih edilen bir meyvedir. Hem sanayiye elverisli hem de taze olarak
tiikketilebilen ¢ok lezzetli ve hos kokulu bir meyve tiiriidiir. Bol miktarda A,B,C
vitaminleri, kalsiyum, demir ve fosfor gibi mineral maddeler igerir. Taze olarak
kullanilmas1 yaninda ¢ilegin pastasi, regeli, kompostosu ve likorii de
yapilmaktadir. Ayrica derin dondurucu sayesinde uzun siire saklanarak da
tiikketilebilir.

[k olarak kiiltiire alinan cilek tiirii “Orman Cilegi” veya “Yabani Cilek” olarak
adlandirilan, meyveleri kiiglik fakat kokulu Fragaria silvestris’dir (Aybak, 2000).
Gliniimiizde yetistiriciligi yapilan kiiltiir ¢esitlerinin biiyikk ¢ogunlugu, 1750° i
yillarda Avrupa’da Fragaria chiloensis ve Fragaria virginiana isimli iki tiiriin
hibritlenmesi ile elde edilen Fragaria x ananassa’dan elde edilmistir. Bu tiire ismi
meyvelerinin kokusu ananasa benzediginden dolay1 verilmistir (Maas, 1998).
Diinyada yaygin olarak yetistiriciligi yapilan cesit California Universitesi’nde
gelistirilen Camarosa c¢esididir. Bu c¢esit kisa giin ¢esidi olup erkenci ve iri
meyvelidir. Meyveleri parlak, kirmizi, sert ve yola dayaniklidir (Hancock, 1999).
Ulkemizde de en ¢ok iiretimi yapilan cilek gesitlerinden birisi Camarosa’dir. Bu

cesit sera ve agikta yaz dikimi gilek yetistiriciligine uygundur (Aybak, 2000)

Diinya'da ¢ilek iiretimi 52 iilke tarafindan yapilmaktadir. FAO (Birlesmis Milletler
Gida ve Tarim Orgiitii)’nun 2005 verilerine gore iilkemiz diinya ¢ilek {iretiminde
besinci sirada yer almaktadir. 2012 verilerine gore ise llkemiz diinya ¢ilek
tiretiminde 353,173 ton ile igiincli siraya yiikselmistir (Sekil 1.1). Son on yil
dikkate alindiginda iilkemizde ¢ilek iretimi yaklasik olarak iki bucuk kat artmistir
(Sekil 1.2).

Cilek tretimi basta Akdeniz bolgesi olmak lizere, Ege ve Marmara bolgesinde
onemli bir tarim iriinlidiir. En fazla ¢ilek tiretimi Silifke (Mersin) basta olmak
lizere, Sultanhisar (Aydin), Antalya, Bursa ve Manisa illerinde yapilmaktadir.
Ulkemizde 2012 yilinda 351.814 ton gilek iiretimi yapilmustir (Sekil 1.2). Aydin ili
bu iiretimin 46.757 (%13,2) tonunu saglamistir.
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Sekil 1.2. Tirkiye’deki ¢ilek tiretimi.

Cilek gelisimini gevresel, genetik ve biyolojik faktérler etkilemektedir. Uretimde
verimi etkileyen en 6nemli faktorlerden biri bitki koruma problemleridir. Cilek
bitkisi ¢ok fazla fungal hastaliga maruz kalmaktadir. Bu fungal hastaliklar baslica
yaprak, meyve gibi kisimlar1 hastalandiran toprak iistii hastaliklar ve kok ile kok
bogazin1 hastalandiran toprak kaynakli hastaliklar olarak siniflandirilmaktadir.



Yesil aksamda goriilen hastaliklar kursuni kif (Botrytis cinerea (Pers.:Fr.) basta
olmak iizere, kiilleme (Sphaerotheca macularis (Wallr.:Fr.Jacz.), yaprak leke
hastalig1 (Mycosphaerella fragariae (Tul. Lindau) ve antraknoz (Collectotrichum
spp.) olarak sayilabilir. Toprak kaynakli fungal hastaliklardan en yikici olanlar
rhizoctonia ¢iiriikliigii (Rhizoctonia solani (Kiihn), yumusak kabuk c¢irikligii
(Phytophthora cactorum (Lebert & Cohn) (J. Schrot), kirmizi kok ¢iirtikligii
(Phytophthora fragaria (C. J. Hickman),verticillum solgunlugu (Verticillium
alboatrum (Kleb), Pythium spp. ve Fusarium spp. dur (Maas, 1998; De los Santos
vd., 2003). Bu hastaliklar zarar ve yayilimlari agisindan genis bir cesitlilige
sahiptir. Bu hastaliklarla baga ¢ikmanin en iyi yolu koruyucu onlemlerle onlar

kontrol altinda tutmaya caligmaktir.

Diinyada yaklagik 110.000 tiirii tanimlanmasina ragmen mantarlarin tahmin edilen
tiir sayisinin yaklasik 1,5 milyon oldugu distiniilmektedir ve yiiksek adaptasyon
yeteneklerinden dolay1 giinliik yasantimizda hemen her yerde iireyebilmektedirler
(Hawksworth,2001). Bu kadar tiirlin tanimlanamamasinin sebepleri habitatlarinin
yeterli arastirllmamasi, kiiltiirlerinin  zor olmasi1 veya yapilamamasi ve
kataloglanmis 6rneklerin tanilanmalarinin dogru olmamasi olarak belirtilebilir.
Kiifler, Robert Whittaker’in 1969 yilinda yaptigi siniflandirmaya gore bitkiler,
hayvanlar, protistler ve Monera’dan sonra ayr1 bir alem olarak kabul edilen
mantarlar aleminde olan mikromantarlar (filamentli funguslar/hifli kiifler) olarak
bilinmektedir. Filamentli kiifler yillardan beri ¢ogunlukla morfolojik olarak
siniflandirilmaktadir. 2004 yilinda baglatilan ve su anda da devam eden AFTOL
(Assembling the Fungal Tree of Life) adi verilen ortak bir ¢aligma ile funguslarin
tim gruplarinin en yiiksek seviyede filogenetik siniflandirilmasi hedeflenmigtir
(Lutzoni vd.,2004). Bu caligmada toplam 195 taksonu igeren bir fungus grubuyla
galisgitlmis ve sonugta 7 filum [ Chytridiomycota, Neocallimastigomycota,
Blastocladiomycota, Microspororidia, Glomeromycota Dikarya: Ascomycota,
Basidiomycota ) 10 subfilum, 35 smif, 129 ordo seklinde bir siniflandirma elde
edilmistir (Hibbet vd., 2007). 01.8.2015 tarihinde IndexFungorum’da tanilanmus
kayitli olan mantar sayis1 517.511° dir (Index Fungorum 2015).

Fungi alemi i¢inde yer alan organizmalarin yagam dongtilerinde hem eseyli hem de
eseysiz iireme safhalar1 yer alir. Funguslarin siniflandirilmasinda kullanilan temel
kriterler, yagsam dongiilerinin eseyli sathasinda olusturduklari bu lireme yapilaridir
(Moore-Landecker, 1996). Ancak eseyli iireme yapilari 6zel kosullar altinda



olusturuldugu i¢in baz1 funguslarin eseyli sathasi ya heniiz belirlenememis ya da
bazi funguslarda bu safha tamamen ortadan kalkmis olabilir. Bundan dolay1
giinimiizde funguslar iki sekilde siniflandirilmaktadir. Bunlardan, birincisi
funguslarin yasam dongiilerinin eseyli sathalarmda olusturduklar1 fruktifikasyon
yapilari, eseyli sporlar1 ve tallus yapilari kriter alinarak gergeklestirilen teleomorfik
smiflandirmadir. Ikincisi ise eseyli {ireme yapilari tespit edilemedigi igin, bazi
funguslar tallus yapilar1 ve eseysiz sporlar1 goz oniine alinarak smiflandirilirlar, bu
siniflandirma bigimi ise anamorfik siniflandirma olarak adlandirilir (Sneh vd.,
1991). Anamorfik siniflandirmada kullanilan yontemlerin ortak 6zelligi gozlemlere
dayali olmasi, fazla zaman almasi ve hata yapma olasiligiin fazla olmasidir. Bazi
funguslarin siniflandirilmasindaki bu belirsizlik cogu zaman ayni taksona iki farkl
isim verilmesine hatta farkli organizmalara da ayni ismin verilmesine neden
olabilmektedir. Bu tiir karigikliklarin 6nlenmesi i¢in giinlimiizde gilivenilirliginden
dolayr molekiiler yontemler siklikla kullanilmaya baglamistir. Molekiiler
yontemlerde agirlikli olarak kullanilan molekiil DNA’dir. Evrimsel degisikligin ilk
olarak yansidigi molekiiller olan DNA ile yapilan arastirmalar daha giivenilir ve
hizl1 sonuglara ulasmamizi saglayabilir (Taylor vd., 2000).

Polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) kesfiyle organizmalarin genlerinin
klonlanmas1 ve bunlarin birbirleriyle karsilagtirilmasi sistematik alanda biiyiik bir
kolaylik yaratmustir. Ozgiillik ve duyarliligindan dolay1, PCR temelli yontemler
funguslarin teshisi i¢in kullanigl olmakta ve fungal suslarin, tiirlerin ya da daha {ist
takson gruplarinin belirlenmesi amaciyla kullanilabilmektedir. PCR araciligiyla
elde edilen bilgiler sayesinde mevcut taksonlar igin spesifik oligoniikleotid
primerlerin tasarlanmasi miimkiin hale gelmistir (Dieffenbach vd., 1993). Fungal
tiirler arasindaki polimorfik DNA dizilerinden biri olan ITS bdlgesi, giiniimiizde
bir tiirlin dogru olarak tespiti agisindan iyi bir aday olarak goriillmekte ve bu
uygulama ile diger tim tiirlerden bilylk Ol¢lide ayrilabilmektedirler. Bununla
birlikte, ITS dizilerindeki varyasyon ve bu varyasyonu dogrudan degerlendirebilen
PCR temelli teknikler sayesinde fungusun izolasyonuna gerek duyulmaksizin
konukgu bitkiler icindeki ve c¢evresindeki bir ¢ok fitopatojenik fungal tiiriin
belirlenmesi miimkiin hale gelmistir (Maukhamedov vd., 1994).

Giliniimiizde genetik yontemlerin populasyon varyasyonunun belirlenmesinde
morfolojik veya diger fenotipik yontemlerden daha yararli oldugu agiktir. PCR
amplifikasyonu i¢in segilecek ideal bolgenin 6zellikleri (Bruns ve Gardes, 1993)



dikkate alindiginda, ribozomal RNA’larin kodlandig1 genler (rRNA) bu kriterlerin
¢ogunu icerir ve kapsamli bir sekilde analiz edilebilirler. tDNA bolgelerinin
¢ogaltilmasi i¢in primerlerin dizayn edilmesi, funguslarin taksonomik ¢aligmalarini
oldukca kolaylastirmigtir (White vd., 1990). rRNA genlerinin kodlandigi DNA
dizilerin funguslarda taksonomik iligkilerin ve genetik varyasyonun belirlenmesi
caligmalarinda genis oranda kullanilmaktadir. Funguslarda ¢gekirdek rDNA (rRNA
gen kiimesi) ardigik tekrarlanan rDNA birimleri olarak organize olmustur (Salazar
vd., 2000). rRNA gen kiimesi hem cekirdek hem de mitokondrilerde bulunur ve
olduk¢a korunmus ve degisken bolgelerden meydana gelir (White vd.,1990).
Fungal ¢ekirdek TRNA genleri her genomda birka¢ yiiz kopyast olan, ardigik
tekrarlanan yapilar olarak diizenlenmistir. Bu tekrarlanan birim sayisinin
Rhizoctonia solani AG4 izolatlarinda her bir haploid genomda 59 oldugu
belirlenmistir (Vilgays ve Gonzales, 1990). Her bir birimde ii¢c rRNA geni
bulunmaktadir. Bunlar; kiigiilk rRNA geni (18S vb.), 5.8S rRNA geni ve biiyiik
rRNA geni (28S vb.) dir. Gen kiimesinin sonunda yer alan 5S rRNA geni ise
fungal taksona bagli olarak tekrarlayan birim i¢inde olabilir veya olmayabilir. 5.8S
rRNA geni ise funguslarda mitokondriyal genomda bulunmaz. Korunmus diziler
biiyiik alt birim (LSU) ve kiigiik alt birim (SSU) genlerinde bulunur. LSU ve SSU
genleri  funguslarda  birgok  taksonomik  ¢alismada  kullanilmaktadir.
Cantharellus’un birgok tiiriiyle ilgili taksonomik karigiklik vardir. Birgok izolat
morfolojik karakterleri dikkate alinarak ne Cantharellus ne de Craterellus olarak
smiflandirilabilmektedir. LSU genlerinin dizi analizine dayanan son filogenetik
calismalar, su anda Cantharellus cinsi i¢inde siniflandirilan baz tiirlerin molekiiler
kanitlarla Craterellus oldugunu dogrulamistir (Dahlman vd., 2000). Tilletia’ya ait
izolatlarla yapilan LSU rDNA dizi analizlerinden elde edilen verilerin, filogenetik
olarak morfolojik karakterlerden daha fazla bilgi verici (informatif) olabilecegi
gosterilmistir (Castlebury ve Carris, 2005).

Funguslarda molekiiler karakterizasyon ¢aligmalarinda ITS bdlgesi 3 temel
nedenden dolayr kullanilmaktadir (White vd., 1990, Bruns vd., 1991, Lee ve
Taylor, 1992). Bu nedenler;

1. ITS bolgesi nisbeten kiigliktiir (500-800 bp) ve evrensel tek bir primer ¢ifti
(rRNA alt birimleri igindeki korunmus bélgelerin komplementeri) kullanilarak
PCR ile kolaylikla ¢ogaltilabilir,



2. tDNA birimlerinin ¢ok sayida tekrarlarinin olmasi nedeniyle, seyreltik ya da
oldukca degrade olmus DNA oOrneklerinden bile ITS bolgesi kolaylikla
cogaltilabilir,

3. ITS bolgesi farkl tiirler arasinda yeterince degisken olabilir ve bundan dolay1
niikleotit dizi verileri genetik uzakligi tahmin etmek i¢in kullanilabilir ve bu
yiizden filogenetik ve sistematik analizler i¢in kullanighidir.

Mikrosatellitler ise, populasyon yapisini yani populasyon ve bireyler arasindaki
farkliliklarin tespiti icin kullanilan popiiler belirteclerdir (Bruford and Wayne,
1993). Mikrosatellitler veya basit dizi tekrarlart (SSRs=simple sequence repeats)
hem kodlama yapan hem de kodlama yapmayan bélgelerde bulunan, bireyden
bireye farklilik gosteren, 2-6 bazdan olusmus, tekrar sayisi degisken tekrarli DNA
dizileridir (Tautz, 1989) ve yiiksek derecede polimorfiktir. Tiirlere gore yiiksek
seviyede polimorfizm gdsteren mikrosatellitler, dogal populasyonlarin genetik
yapisint incelemek icin kullamighdir (Balloux ve Lugon-Moulin, 2002).
Populasyonlarin genetik yapisinin belirlenmesi ile populasyonlarin evrimsel
geemisini ve evrim gecirme potensiyelini tespit etmis oluruz (Mmcdonald, 1997).
Bireylerin tanimlanmast i¢in yararli olan ¢ok degisken mikrosatellit belirtegleri tek
bir teknik ile ¢gok benzer genotipleri bile ayirt edebilmeyi saglar (Taylor vd., 1999).
Mikrosatellitler gibi kodominant belirtegler belli lokus i¢in bireylerin genotiplerini
saptayabilmeye olanak sagladig1 icin fungal populasyon genetik caligmalarinda
onemlidir (Mcdonald, 1997).

Son yillarda populasyon ¢esitliliginin belirlenmesinde yiiksek seviyede polimorfik
diziler olan mikrosatellit belirtecleri siklikla kullanilmaktadir. Bu belirtegler gida
veya toprak kokenli fungus populasyonlarmin genetik yapisiin belirlenmesinde
cok kullamighdir. Mikrosatellit belirteglerinin kullanilmas1 populasyonlardaki
tirlerin genetik ¢esitliliginin belirlenmesine ve evrimsel gegmisleri hakkinda bilgi
verici olmasina olanak saglayacaktir. Mikrosatellitler tipik olarak dogal
seleksiyona maruz kalmis lokuslar i¢in genetik varyasyonun tespitinde kullanilir.
Ciinkii arka arkaya olan tekrarlar genellikle DNA’nin kodlama yapmayan
bolgelerinde yer almaktadir (Frankham vd., 2004).

Besin kaynagi olarak ve sanayide kullandigimiz ¢ilekte hastalik yapan funguslarin
mevcut dogal populasyonlarinin durumunda hangi ekolojik nedenlerin sebep



oldugu ve buna bagl olarak hangi genetik etkenlere maruz kaldigini tespit etmek
onemlidir. Fungus populasyonlar1 zaman icinde kazandiklar1 genetik yapilariyla
degisen ¢evre kosullarina uyum saglayabilirler. Bu ylizden onlara karsi koruma

calismalarinda genetik yapilarim tespit etmek oldukca 6nemlidir.

Botrytis cinerea birgok karakteristik 06zelliginden dolayr onemli fungal
patojenlerden biridir. Bunlar; patojen olmasina ragmen ayni zamanda saprofitik
olarak yasayabilir, baz1 iiriinlerde ¢ok yikici olabilir, biitiin diinyada bulunabilir ve
hemen hemen biitiin bitkileri enfekte edebilir, meyve olgunlasmadan 6nce erken
enfeksiyonlara sebep olabilir (Rosslenbroich ve Stuebler, 2000).

Ulkemizin gilek iiretiminde iigiincii siraya yiikselmesi cilekte hastaliga sebep olan
funguslarin belirlenmesi, Botrytis cinerea tiiriiniin populasyonunun genetik
gesitliliginin tespit edilmesi, ekonomik ag¢idan zararlara sebep olan funguslara karsi
koruma tedbirlerinin alinmasi i¢in olduk¢a énemlidir. Ulkemizde ¢ilekte hastaliga
sebep funguslarla ilgili kapsamli bir ¢alisma mevcut degil ve 6zellikle Botrytis
cinerea tiirtiniin populasyonunun genetik yapisinin karsilastirilmasi bakimindan bir

caligsma bulunmamaktadir.

Bu calismada c¢ilekte hastalik yapan funguslarin morfolojik ve molekiiler
yontemlerle tespiti yapilacaktir. Botrytis cinerea tiirii populasyonlarinin genetik
yapilart mikrosatellit belirtegleri kullamlarak ortaya konulacaktir. Calisma
sonucunda elde edilecek veriler cilekte hastalik yapan funguslarla miicadele i¢in
onemli veriler saglayacaktir. Calismada mikrosatellit belirteglerinin kullanilmasi
populasyonlardaki tiirlerin genetik cesitliliginin belirlenmesine ve evrimsel

gecmisleri hakkinda bilgi verici olmasina olanak saglayacaktir.
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2. KAYNAK OZETLERIi / KURUMSAL TEMELLER

Mikolojideki PCR uygulamalarinin ilklerinden biri de, White ve arkadaslarinin
(1990) calismasidir. Bu ¢aligma funguslarin filogenetik ve taksonomik iligkilerini
ortaya koymak amaciyla TDNA’nin direk ¢ogaltilmasi ve niikleotid dizilerinin
belirlenmesini icermektedir. Bu diziler hem degisken hem de korunmus bolgeleri
icerdigi icin, farkli taksonomik seviyedeki organizmalarim karsilastirma ve
ayrilmasma olanak saglamistir. Birgcok arastirici dizilerin tekrarlayan birimler
seklinde olmasi ve tiirler arasinda degisken, tiir icinde benzer olma egiliminde
olmasindan dolayi, tiire 6zgii problar1 gelistirmek icin dizileri ITS bolgesinden

secmektedir.

Spesifik fungal primerlerle gerceklestirilen PCR amplifikasyon yontemleri sadece
teshisde degil, simbiyont ve zorunlu parazitler konusundaki ¢alismalar1 da biiyiik
oranda kolaylastirmistir. Ornegin normal izolasyon yontemleriyle izolasyonu
miimkiin olmayan mikorizal fungus DNA’sinin spesifik amplifikasyonu bitki
koklerinden yapilabilmistir (Di Bonita vd., 1995).

Groppe ve arkadaglar1 (1995) endofitik bir fungus tiirii olan Epichloe ssp’nin
ekolojisi ve ¢esitliligini arastirmak i¢in mikrosatellit belirteglerini kullanmiglar ve
bu belirteglerin fungal populasyon c¢aligmalarinda RAPD’den daha bilgi verici
oldugunu vurgulamislardir.

Urena-Padilla ve arkadaslar1 (2002) yilinda ¢ilek meyvesi ve taglarinda hastaliga
sebep olan Colletotrichum spp. izolatlarinin RAPD ve mikrosatellit belirtegleri
kullanarak genetik ¢esitliligini tespit etmeye calismiglar. Calismanin sonucunda
hastalikli meyvelerden sadece C. acutatum elde ederlerken, taglardan elde edilen
hemen hemen biitiin izolatlarindan C. gloeosporioides elde etmislerdir. Meyveden
elde edilen C. acutatum izolatlarin diisiik genetik ¢esitlilige sahip oldugunu ve
tagtan elde edilen Colletotrichum spp. izolatlarinin yiiksek derecede polimorfik
oldugunu belirtmislerdir.

Kasiamdari ve arkadaslart (2002) yilinda toprakta yetisen lahanalardan R.
solani’nin CFM1 izolatin1 izole ederek, Nested-PCR yontemiyle ITS gen



bolgesinden iki primer dizisi dizayn etmisler ve molekiiler yontemlerin
mikroskobik yontemlerden daha fazla avantaj saglayacagini belirtmislerdir.

Munoz ve arkadaglar1 (2002) yilinda yapmis olduklari ¢alismada Sili’deki B.
cinerea izolatlarmin genetik cesitliligini tespit etmeye caligmiglardir. Sili ‘de
iizlim, domates, kivi ve yaban mersininden toplanan izolatlar1 molekiiler belirtecler
kullanilarak analiz etmiglerdir. Sili’deki izolatlarin Fransa’da daha onceki
caligmalarda tespit edilen 2 grupla (vacuma ve transposa) simpatrik olduklarini
belirterek, bazi izolatlarin sadece boty elementi icerdigini tespit etmislerdir.
Transposa, vacuma ve boty izolatlarinin sikliklarinin iizim, domates ve yaban
mersinine gore kivide anlamli olarak farkli oldugunu belirtmislerdir. PCR-RFLP
analizleri sonucunda da {iziim ve domatesden elde edilen izolatlarin genetik olarak

birbirinden farkli oldugunu belirtmislerdir.

Nagarajan ve arkadaslart (2004) yilinda yapmis olduklari ¢alismada Giiney
Kore’de 22 Fusarium oxysporum izolati elde ederek, RAPD ve rDNA IGS gen
bolgesinin 2600 bg’lik bdlgesini restriksiyon enzimleriyle keserek genetik yapisini
degerlendirmislerdir. Calismanin sonucunda, RAPD ve RFLP ile elde edilen bant
parametrelerine gore UPGMA uzaklik agaci elde ederek, izolatlarin genetik olarak
birbirinden farkli oldugunu belirtmislerdir.

Staats ve arkadaglar1 (2004) yilinda Botrytis tiirlerinin smiflandirmak igin 3
niiklear protein-coding geninin (RPB2, G3PDH ve HSP60) DNA dizisini
kullanmiglar ve geleneksel siiflandirilmayla kargilagtirmiglar. Botrytis cinsi 22 tiir
ve bir hibrit (B.alli; B. byssoidea X B. aclada) icermektedir. Filogenetik analizler
sonucu Botrytis tiirlerinin Sclerotiniaceae cinsinden ayrildiktan sonra 2 soy hattina
ayrildigini ve soy hatt1 1’in yalnizca 4, soy hatt1 2’nin ise 18 tiir igerdigini tespit

etmislerdir.

Sharon ve arkadaslari (2006) yilinda yaptiklari ¢alismada telemorfik
smiflandirmaya ek olarak, molekiiler biyoloji teknolojilerinin hizla gelismesiyle
genetik ve evrimsel siireglere gére organizmalarin siniflandirilmasim desteklemek
icin modern araglar kullanilmaya bagslandigini belirterek, Rhizoctonia spp.’nin
anastomoz gruplarinin smiflandirtlmasi igin rDNA-ITS gen bolgesi dizilerinin
karsilastirilmasi gerektigini sdylemislerdir.
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Manici ve Bonora (2007) yilinda italya’da 6 yil boyunca kontamine olmus cilek
bitkisinin koklerinden ¢ift ¢ekirdekli Rhiztochnia izolatlar1 toplayarak, 51
Rhiztochnia izolatinin ITS gen bolgesi dizisi ile daha onceki ¢alismalarda tespit
edilen 8 anastomoz grubuna ait (AG) ITS gen bolgesi dizilerini karsilagtirmiglardir.
Calismanin sonucunda filogenetik uzaklik agaci (neighbour-joining) analiziyle
Italya’daki Rhiztochina izolatlarmmm AG-A ve AG-G anastomoz gruplarinda
oldugu belirtmislerdir.

Cebi Kiligoglu ve Ozko¢ (2008) yilinda yapmus olduklari calismada fasulye
bitkisinden elde ettikleri R. solani AG 4 izolatlarint rDNA-ITS gen bdlgesi
dizilerini kullanarak Msel, Hincll, Avall ve Mfel restriksiyon enzimleri ile RFLP
yontemi kullanarak degerlendirmislerdir. Calismanin sonucunda filogenetik
uzaklik agact (UPGMA) analizi ile AG 4 anastomoz grubunun HG | ve HG Il
olmak iizere iki alt gruba ayrilmis oldugunu ve Karadeniz Bolgesi sahil seridinde
fasulye bitkisinin daha yaygin olarak HGI alt grubu tarafindan enfekte edildigini
belirtmislerdir.

Gonzales ve arkadaglari (2009) yilinda yaptiklart ¢aligmada B. cinerea’nin
diinyada 220°den fazla kiiltiir bitkisini kontamine ettigini belirterek, filogenetik tiir
veya kriptik tiir kompleksi olarak iki grupta siniflandirmiglardir (grup I: B.
pseudocinerea; grup Il: B. cinerea sensu sitricto). Ayrica B. cinera’nin ekonomik
olarak biiyiik kayiplara yol agan bir nekrotropik patojen oldugunu belirtmislerdir.

Anees ve arkadaglar1 (2010) yilinda yaptiklari ¢alismada R. solani’nin birgok farkli
anastomoz grubunun bulundugunu ve yaygin spekturumu ile bircok konukguda
hastaliga sebep olan saprofit olarak biiylime yetenegine sahip patojen bir tiir
oldugunu belirtmislerdir.

Fekete ve arkadaglar1 (2012) yilinda Macaristan’da enfekte olan ¢ilek ve ahdudu
bitkisinden elde ettikleri B. cinerea’nin grup | ve grup Il tir kompleksini
incelemislerdir. B.cinerea’nin grup T’inde boty ve filiper transpozonu
bulunmamaktadir. Yapilan analizler sonucunda Macaristan’da grup [ biitiin
orneklerinde boty transpozonu ve bir izolatta da filiper transpozonu tespit
etmislerdir. B.cinerea’nin 2 grubununda istatistiksel olarak anlamli farklilagsmalara
sahip oldugunu belirtmislerdir.
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Haratian ve arkadaslar1 (2012) yilinda yapmig olduklar1 ¢alismada R. solani grup
IV’in kiiltir bitkilerinde kok ciiriikliiklerine neden olan &nemli bir patojen
oldugunu belirtmisler ve Iran’in bes ilinde 190 izolatla yedi mikrosatellit belirteci
kullanarak cografik yapisini degerlendirmislerdir. Calismanin sonucunda R. solani
grup 1V populasyonlar1 arasinda orta diizeyde bir gen akisi oldugunu
belirtmislerdir.

Leroch ve arkadaglar1 (2013) yilinda Almanya’nin ¢ilek yetistirilen bolgelerinden
topladiklart B. cinerea izolatlarinin fungiside karsi duyarliligini tespit etmek i¢in
analizler yapmislardir. Caligmanin sonucunda, fungisid direnci genel olarak birgok
izolatta gozlenmis ve daha Onceki yapilan ¢alismalarda MDRI1h olarak tespit
edilmis izolatin genig bir yayilima sahip oldugunu tespit etmislerdir. Mrr 1 (factor-
encoding gene) genindeki 3 b¢’lik mutasyonu MDRI1h izolati ile iligkili olarak
bulmuslar ve MDR1h ve fungiside dayanikli izolatlarin ¢ogunun genetik olarak
farklt oldugunu belirtmiglerdir. Calismada tespit edilen izolatlarin ¢oklu sekans
analizleri sonucunda B. cinerea ile yakin akraba oldugunu ve Grup S olarak
adlandirilan yeni bir soy hatti oldugunu tespit etmislerdir.

Assadollahi (2013) yilinda yapmis ¢alismada Macaristan’in kuzey dogusunda ¢ilek
ve ahududu bitkisinde hastaliga sebep olan B. cinerea populasyonlarinin genetik
yapisini incelemistir. Incelenen populasyonlar benzer gen ve haplotip cesitliligi
gostermistir. Ancak Fst (genetik uzaklik) ve gen akiginin simpatrik populasyonlar
icinde devam eden bir farklilagma gdsterdigini belirtmistir.

Calis ve Cekig, (2013) yapmis olduklar1 ¢caligmada Erbaa Gokal (Tokat) yaylasinda
kiiltiir ¢ilekleri yaninda dogal olarak gelisen yabani ¢ilek bitkileri toplanmis ve
morfolojik 6zelliklerini incelemislerdir. Morfolojik o6zellikleri farkli yabani ¢ilek
genotiplerinin kiilleme hastaligina farkli reaksiyonlar gdsterdigi bulunmuslardir.
Klasik mikroskop teknikleri ve molekiiler yontemlerle yapilan ¢alismalarda yabani
gilek bitkilerinde gelisen kiilleme hastalik etmenin Podosphaera aphanis (Aphanis
Braun & Takamatsu) oldugu belirlenmistir. Patojenisite testleri yaparak disi kisir 2
yabani ¢ilek genotipinin sirasiyla ¢ok hassas ve orta hassas ve diger 2 genotipin ise
kiillemeye ¢ok dayanikli oldugunu bulunmuslardir.

Kumari ve arkadaslar1 (2014) Nepal ve Hindistan’in degisik bolgelerinden enfekte
olmus bitkilerden 79 B. cinerea izolati elde ederek izolatlar1 morfolojik,
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biyokimyasal ve genetik yapilarina gore degerlendirmislerdir. Tim izolatlar
morfolojik 6zelliklere dayanarak B.cinerea olarak tespit edilmis ve bu sonuglar
spesifik primerlerle dogrulanmistir. Genetik yapiyt RAPD analizi dayanarak
transpozonlarm  varhigt ya da yokluguna gore degerlendirmislerdir.
Transpozonlarin varligin1 patojenite ile iligkilendirmislerdir. Biyokimyasal olarak
ise izolatlarda litik enzimlerin aktivitesinde ve oxolik asit konsantrasyonlarinda
farkliliklar oldugunu belirtmislerdir.

Yukarida belirtildigi iizere iilkemizde cilekte hastaliga sebep olan funguslarin
molekiiler olarak tanimlanmasi ve B. cinerea populasyonunun genetik yapilarini
ortaya koymayi amaglayan higbir ¢alisma mevcut degildir. Ulkemizde sadece
fasulye bitkisinden elde edilen R. solani AG 4 anastomoz izolatlarinin alt
gruplarimi tespit etmeye yonelik bir ¢alisma mevcuttur. (Cebi Kilicoglu ve 6zkog
2008)
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. MATERYAL
3.1.1. Cilek Ornegi Toplanan Lokaliteler

Calismada ¢ilek Ornekleri (2014-2015) yili Aralik, Subat ve Nisan aylarinda
ozellikle ¢ilek iiretiminin en fazla yapildigi Umurlu, Kosk, Sultanhisar, Atga ve
Yenipazar il¢elerinden toplanmigtir. Bu lokalitelerden funguslarin tespiti icin
yaprak, govde ve meyvelerden Ornekler alinmistir. Toprak kaynakli fungal
hastaliklar1 tespit etmek i¢in ise hastalikli bitkilerin kok ve govdelerinden drnekler
alimmugtir. Ayrica lokalitelerden Botrytis cinerea (Kursuni kiif) tarafindan enfekte
olmus meyve, yaprak ve govdelerden tiirlinlin populasyonlarini temsil edecek
kadar 6rnek toplanmistir (tespit edilen lokalitelerden en az 15°er 6rnek, Sekil 3.1).
Toplanan g¢ilek oOrnekleri Adnan Menderes Universitesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na getirilerek +4 °C’de muhafaza edilmistir. Orneklerin alindig
lokaliteler Cizelge 3.1 ve Sekil 3.2°de gosterilmistir.

Sekil 3.1. Botrytis cinerea tarafindan enfekte olmus 6rnekler.

Cizelge 3.1. Cilek 6rnegi toplanan lokaliteler.

Lokalite No Lokalite Ad1
1. Atca
2 Kosk
3. Sultanhisar
4, Umurlu
5 Yenipazar
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Sekil 3.2. Cilek drneklerinin toplandigi lokaliteler

3.1.2. Kullanmilan Besiyerler ve Cozeltiler

Rose-Bengal Kloramfenikol Agar (RBCA) (Oxoid, CM549)

Mikolojik Pepton 5,0 g/L
Glukoz 10,0 g/L
Potasyum dihidrojen fosfat 1,0g/L
Magnezum siilfat 0,5 g/L
Dikloran 0,002 g/L
Rose-bengal 0,05 g/L
Agar 15,5 g/L
pH 5,6+0,2

15.75 g hazir besiyeri 500 ml distile suda isitilarak ¢ozilmiistiir. Otoklavda
121°C’de 10 dakika sterilize edilen besiyeri steril petrilere dokiilerek gilekten kiif

izolasyonu i¢in kullanilmigtir.

Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck 1.10130)

Potato infusion 4,0 g/L
D(+) glucose 20,0 g/L
Agar-agar 15,0 g/L
pH 3,5+0,2

39,0 g/L olacak sekilde distile su igerisinde 1sitilarak eritilir, 121°C’de otoklavda
15 dakika sterilize edilip, steril petrilere dagitilir. In vitro yapilan standart
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mikrobiyolojik analizlerde maya ve kiifler icin selektif kati besiyeri olarak
kullanilir.

Malt Ekstrat Agar (MEA) (Oxoid CM59)

Malt ekstrat 30,0 g/L
Mikolojik pepton 5,0 g/L

Agar-agar 15,0 g/L
pH 54+02

48 g/L olacak sekilde distile su iginde 1sitilarak eritilir, otoklavda 115°C’de 10
dakika sterilize edilmistir. Standart mikrobiyolojik analizlerde maya ve kiiflerin

gelistirilmesi, izolasyonu ve sayimi igin selektif kat1 besiyeri olarak kullanilir.

Yatik Malt Agar (MEA)

Kiiflerin stok kiiltiir yapilarak +4 °C’de uzun siire saklanmasi i¢in kullanilir.
Normal MEA hazirlanip 5 ml’lik kreyotiiplere dagitilmis ve otoklavda 121° C’de
10 dakika sterilize edilmistir. Tiipler yatik pozisyonda konularak, agarin yatik
sekilde donmasi saglanmaistir.

Fizyolojik Tuzlu Su Cozeltisi (FTS)

NaCl 85¢
Distile su 1000 ml

Cileklerden kiif izolasyonu sirasinda seyreltme sivisi olarak kullanilmistir.
Laktofenol Mavisi Soliisyonu ( Merck, M1137410100)

Pamuk Mavisi Stok Soliisyonu
%85 Laktik Asit 99 mi
Anilin mavisi kristalleri 10g

Lakto-Pamuk Mavisi
%85 Laktik Asit 100 ml
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Gliserol 250 mi
Pamuk Mavisi Soliisyonu 3ml
Distile Su 50 ml

Kiiflerin morfolojik olarak tanimlanmasi1 i¢in hazirlanan preparatlarda kif

sporlarini boyamak igin kullanilmustir. (Sime vd., 2002)

STE (Sodyum-Tris_EDTA) Tamponu

0,1 M NaCl 5,844 g
0,05 M Tris (pH:7,5 6,057 g
0,001 M EDTA 0,372 ¢

Bu {i¢ madde tartilip 1000 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Son pH 7.5
olarak ayarlanmustir. Orneklerin DNA izolasyonu sirasinda hiicrelerinin lizis islemi

i¢in kullanilmistir.
%10’luk SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)

10 g SDS tartilarak 100 ml distile suda ¢ozdiiriiliir. DNA izolasyonunda yaglarin

parcalanmasi i¢in kullantlmistir.
Proteinaz K (20mg/ml)

20 mg Proteinaz K tartilarak 1 ml STE de c¢ozdiiriiliir. DNA izolasyonunda

proteinlerin parcalanmasi i¢in kullanilmigtir.

10X TBE (Tris-Borik asit EDTA)

0,89 M Tris-Baz 108 g
0,88 M Borik asit 55¢
0,02 M EDTA.2H,0 93¢

Maddeler tartilip, distile su ile 1 L’ye tamamlanir. pH 8.13-8.30 arasinda ayarlanir.
Elektoroforezde kullanilan bir tampondur. Iyonik giiclii ile jel iizerinde PCR

tiriinlerinin ilerlemesini kolaylagtirir.
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% 1’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

1 g agaroz iizerine 100 ml 1XTBE tamponu ve 5 pl SafeView "™ Classic (Applied
Biological Materials, Inc.) eklenerek hazirlanir. Elektroforez agamasinda genomik
DNA kalitesinin belirlenmesi ve PCR iiriinlerinin kontrol edilmesi sirasinda

kullanilmustir.

6X Loading Dye Hazirlanmasi

%0,015 Bromfenol Mavisi
%0,015 Xylene Cyanol FF
%30 Gliserol

Maddeler tartilarak, 100 ml distile su ile ¢ozdiiriiliir. Genomik DNA ve PCR
iirlinlerinin elektroforez asamasinda hazirlanan jelin kuyucuklarina ¢ékmesi i¢in

kullanilmgtir.

TE (Tris-EDTA) Tamponu (pH:8)

0,01 M Tris-HCI 1,211 g
0,001 M EDTA 0,372 ¢

1 L icinde tartilan maddeler iyice ¢oziindiikten sonra pH 8’e ayarlanir ve otoklavda
sterilize edilerek buzdolabinda saklanir. Total DNA izolasyonunun son asamasinda

elde edilen DNA larin ¢6ziinmesinde kullanilmustir.
3.2. YONTEM
3.2.1. Cileklerden Toplam Kiif izolasyonu

Toplanan ¢ilek orneklerini homojenize etmek i¢in steril bistiiri ile 25 gr olacak
sekilde her bir cilek O0rneginden ayr1 ayr parcalar kesilmistir. Steril petrilerde
tartimlar1 gerceklestirilmistir. 225 ml steril FTS iginde blender ile parcalanmustir.
Bu seyreltmeden alinan 1 ml hacim 6nceden hazirlanmig 9 ml’lik steril FTS igeren
tiiplere aktarilarak 107 diliisyon elde edilmistir. Daha sonra uygun seri diliisyonlari

hazirlanmustir.
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Cilek orneklerinden toplam kiif izolasyonu i¢in dokme plaka yontemi ve yayma
ekim yontemi kullanilmistir. D6kme plaka yonteminde hazirlanan diliisyonlardan
10, 10, 102, 10* ve 10® olanlardan steril bos petrilere 1 ml inokiile edilerek
tizerlerine 25 ml RBCA (Rose- Bengal Kloramfenikol Agar) dokiilmistiir.
Kiiltiirler 20°C de 5-7 giin inkiibasyona birakilmistir.

Yayma yoOnteminde ise; hazirlanan diliisyonlardan 10'1, 10'2, 10'3, 10* ve 10°
olanlardan 0,1 ml inokiile edilerek, Drigalski spatiil ile besiyeri iizerine yayilmigtir.
Kiiltiirler 20°C° de 5-7 giin inkiibasyona birakilmistir.

Ureyen farkli kiif kolonileri saflastirilarak yine 20°C de 5-7 giin inkiibe edilmistir
(Sekil 3.3). Inkubasyon sonunda iireyen saf koloniler kreyotiiplerde hazirlanmis
steril yatik MEA’ya inokule edilereck 20°C’de 5-7 giin inkubasyondan sonra
lizerlerine steril mineral yag eklenmis ve +4 °C’de saklanmgtir.

Sekil 3.3. Saflastirilan kiif kolonileri.
3.2.2. izole Edilen Kiiflerin Morfolojik Tanilanmasi

Petrilerde {iretilen saf kiif kolonilerinden 6ze yardimiyla ornekler alinmis,
iizerlerine bir damla LPM Cozeltisi damlatilmis, lam iizerine dagitilarak lamel ile
kapatilmustir.

Kiiflerin tanilanmasi i¢in binokiiler altinda kiiltiirel 6zellikleri incelenmis ve

mikroskop da Laktofenol Pamuk Mavisi Cozeltisi kullanilarak hazirlanan
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preparatlarla mikroskobik 6zellikleri saptanmistir (Sekil 3.4). izole edilen tiim kiif
kolonilerinin morfolojik tanisi Samson (2004)’den yararlanilarak yapilmustir.
Tanis1 yapilan izolatlar ¢alismanin molekiiler kismi i¢in kaydedilmis ve ayrilmistir.

Sekil 3.4. Laktofenol Pamuk Mavisi ile hazirlanan fungus 6rnekleri.

3.2.3. Toplam Genomik DNA izolasyonu

Toplam genomik DNA, calismada izole edilen morfolojik tanisi gergeklestirilen
tim kiif izolatlarinda Hillis ve Moritz’in (1990) standart fenol-kloroform DNA
izolasyon protokoliinde baz1 degisiklikler yapilarak gergeklestirilmistir.

1. Kif izolatlarindan 0.05 g miselleri tartilarak etiket numaralar
yazilmig steril eppendorf tiiplerine konulmus, kapaklar1 agilarak
parafilmle kaplanmustir.

2. Ornekler -20°C’de 4-5 saat bekletilmis, daha sonra 1 gece
liyofilizatore birakilmistir.

3. Liyofilizatérden alinan orneklerin tizerine 600ul STE tamponu
eklenerek resuspanse edilmistir. Uzerine 75 ul SDS ve 25 pul
Proteinaz K eklenerek 2 saat 55°C’de sicak su banyosunda
inkubasyona birakilmistir.

4. Inkubasyon sonrasinda v/v (esit hacimde) Fenol-Kloroform
Izoamil Alkol (25:24:1) eklenerek, tiipler 5 dakika alt fiist
edilmistir.

5. Daha sonra 13.200 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilmigtir. Olusan
iist faz yine etiket numaralar1 yazilmis steril eppendorf tiiplerine
aktarilmstir.
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6. Uzerine 1 ml %96’lik soguk etanol eklenerek tiipler alt {ist
edilmistir.

7. Tipler 20 dakika buzda bekletilerek, 13.200 rpm’de 1 dakika
santrifiij yapilmis ve tiiplerdeki alkol dikkatli bir sekilde
dokiilmiistiir.

8. Ornekler 37°C’lik etiivde birka¢ dakika bekletilerek etanoliin
tamamen uzaklastirilmasi saglanmistir.  Alkoliin  uzaklasan
orneklere 100ul TE tamponu eklenerek, bir gece oda sicakliginda
bekletilmistir. Tamamen ¢oziinen DNA &rnekleri PCR galigmalart
i¢in -20°C°de saklanmustir.

3.2.3.1. Toplam Genomik DNA’nin Kalite ve Miktarinin Belirlenmesi

Izole edilerek TE tamponu igerisinde ¢ozdiiriilen DNA &rnekleri Nanodrop
Spektrofotometre (Thermo) yardimiyla ile 260 nm dalga boyunda sogurumlarina
bagli olarak ¢ift zincirli DNA derigimi hesaplandi.

CDNA= OD 260 nm xSKx 50

OD - Optik Dansite (260 nm’de okunan absorbans degeri).
SK - Sulandirma katsay1si.

50 - 260 nm’de 1 optik dansitenin igerdigi DNA miktari.

Derisimleri belirlenen DNA o6rnekleri daha sonra % 1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek
UV gorintiilleme sistemi (UVP- UVGL-58) yardimiyla Kalitesi belirlendi (Sekil
3.5).
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Sekil 3.5. Total DNA izolasyonu 6rnekleri.

3.2.4. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

3.2.4.1. rDNA ITS Gen Bolgesi Reaksiyon Kosullar:

Tespit edilen funguslarin molekiiler tanisi i¢in yaklasik 700 b¢ uzunlugundaki ITS
gen bolgesi pargasi ¢alisildi. Bunun i¢in;

ITS-1 5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG’3
ITS-4 S’TCCTCCGCTTATTGATATGC’3

oligoniikleotidleri kullanilarak PCR ile rDNA ITS gen bolgesi cogaltildr (Sekil
3.6)
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ITS1IF 1TSS 1TS1
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IS4 [TS4B
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Sekil 3.6. rDNA gen bolgesi (Boysen vd., 1996)

ITS gen bolgesi, son hacimde 4 ng/ul kalip DNA (100 ng/pl), 1x Taq tamponu
[10x Taq Buffer; 100 mM Tris-HCI (pH 8.8), 500 mM KCI, % 0.8 Nonidet P40;
Fermentas, MBI], 1.5 mM MgCl, (25 mM; Fermentas, MBI), 0.1 mM dNTP
karisimi (herbir dATP, dTTP, dCTP, dGTP 0.5 mM; Fermentas, MBI), 0.02 U/ul
Taq polimeraz (5 U/ul; Fermentas, MBI), 0.2 pmol/ul ITS 1 ve ITS 4
oligoniikleotidleri (her biri 25 pmol/ul) 25 pl reaksiyon hacminde steril distile su
ile tamamlanarak PZR ile ¢ogaltildi. Amplifikasyon i¢in;

95°C 5dk
95°C 1dk
55°C 1dk
72 °C 1dk
72 °C 1dk

PCR (BIOER Life Express, TC/96/G/H) sicaklik profili 35 dongii (95 °C 1 dk, 55
°C 1 dk, 72 °C 1 dk) boyunca uygulandi.

PCR iirtinleri % 1°lik agaroz jele yiiklenerek kontrol edildi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. ITS gen bolgesi PCR iiriinleri.

3.2.4.2. ITS Gen Bolgesi Dizi Analizi ve Veri Analizi

Agaroz jelle kontrol edilen PZR iiriinlerine, temizleme islemi ve enzimatik sentez
yontemi (Sanger ve Coulson, 1975) kullanilarak gelistirilmis bir kapiller sistemle
(Automatic Sequencer 3730xl) otomatik DNA dizi analizi yaptirildi (Macrogen
Inc., Netherlans). DNA dizi analiz sonuglari BioEdit ver 7.0.9 (Hall,1999)
programi (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) kullanilarak
gorlintiilendi (Sekil 3.8). DNA dizi verileri, Clustal W c¢oklu dizi hizalama
programi (Clustal W multiple  sequence  alignment  program)
(http://www.clustalw.genome.jp/) ile hizalandi. Caligmada tespit edilen ITS gen
bolgesi dizileri daha onceki ¢alismalarda tanimlanmis olan ITS gen boélgeleri
(GenBank; http://ncbi.nlm.nih.gov) ile kiyaslanarak fungus tiirlerinin molekiiler
olarak taninmasi saglanmistir (Sekil 3.9 ve 3.10).

£ 140 130 160
TATCCTTTGACACAGGAATAAAAGTGTCCACACAAACTAACTACCTAAATTCTCTGCCGTGCCCAACAGAAC

U

Sekil 3.8. BioEdit 7.0.9 programi tarafindan bir ITS gen bdlgesi dizisinin
gorilintlisi
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Caligmada ITS gen bolgesi dizileri ile tespit edilen farkli funguslara ait farkli
haplotiplerin istatistiksel “koksiiz tutumluluk agi” (Unrooted parsimony network)
TCS v1.02 (Clement vd., 2000) adl1 bilgisayar programi kullanilarak olusturuldu.
Ayrica MEGA 3.1 programi kullanilarak filogenetik uzaklik UPGMA agact
yapilmistir.



Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

11 Alignments O
Description MexpT ol Sooni e Ident  Accession
score score cover value
[] Rnizopus sp. BAB-4277 18S ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.8S ribosomal RNAg 1072 1072 100% 0.0 100% KM401403.1
[] Rhizopus oryzae isolate VPCI 64/P/11 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.8S ribosomal RNA gene and inte 1072 1072 100% 0.0 100% KJ417550.1
[J Uncultured fungus clone CMHO004 18S ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosor 1072 1072 100% 0.0 100% KF800095.1
[ Uncultured organism clone ciidir1005_H08 18S ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA 1072 1072 100% 0.0 100% JN660593.1
[ Rnizopus oryzae strain UWFP 846 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S riboso 1072 1072 100% 0.0 100% AY213685.1
[J Rhizopus oryzae strain KSU-312 host Phoenix dactylifera internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.8S ribosomal 1070 1070 99% 0.0 100% HM753609.1
[] Rnizopus oryzae strain 783018 18S ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer 1. 5.8S ribosomal RNA gene. intern 1070 1070 99% 0.0 100% GU594768.1
[] Rnizopus oryzae strain PWQ2218 isolate ISHAM-ITS_ID MITS2195 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal 1066 1066 100% 0.0 99% KP132575.1
[J Rnhizopus oryzae 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, ar 1066 1066 100% 0.0 99% KM491890.1
[J Uncultured basal lineage fungus clone 273 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.8 1066 1066 100% 0.0 99% HMZ240107.1
[J Rnizopus oryzae isolate VPCI 146/P/10 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.8S ribosomal RNA gene and inl 1066 1066 100% 0.0 99% KJ417559.1
[] Rnizopus oryzae isolate VPCI 66/P/11 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.8S ribosomal RNA gene and inte 1066 1066 100% 0.0 99% KJ417552.1

Sekil 3.9. ITS gen bolgesi blast sonucu.

514
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Range 1: 76 to 655 GonBank Graphks

Score Expect Identities Gaps Strand
1072 bits{580) 0.0 S580/580(100%:) 0/580(0%) Plus/Plus

Quexry 1 AAGCGCCTTACCTTAGGGTITCCTCTGGGGTAAGTGATTGCTICTACACTIGTGAAAATTT €0
(AR RN N N R NN N RN RN
Sbjct 7€ AAGCGCCTTACCTTAGGETITCCTCTGGGGTARACTGATTGCTICTACACTGTGAARATTT 135

Quexry €1 GGCTGAGAGACTCAGACTGETCATGGCTAGACCTATCTGEGEETTTGATCGATGCCACTCC 120
PERRLRE R e et e e bt
Sbjct 136 GGLIGAGAGACTCRGACTGCICATGGGTAGACCTATCTGGGETTTGATCGATGCCACTCC 185

Quexry 121 TGGTTITCAGGAGCACCCTTCATAATAARACCTAGAAATTCAGTATTATAAAGTTTAATARA 180

PRRRERT R e et b et
Sbjct 19€ TGGITTCAGGAGCACCCTTCATAATAAARCCTAGARATTCAGTATTATAAAGTTTAATAAR 255

Query 181 ARAACARCTTTTARCRATGGATCTICITGGTTCTCGCATCGATGRAGAACGTAGCRAAGTGC 240

PERTREEE R et b r ety et irreennnl
Sbjct 25€ AMACRACTTTTAACRATGGATCTCTITGGTTCTCGCATCGATGARGAACGTAGCAAAGTGC 315

Query 241 GATAACTAGTGIGARTTGCATATTCAGTGAATCATCGAGTCITIGAACGCAGCTTGCACT 300
(AR R R RN RN AR R RN A R RN AR RN RN R R R RN
Sbjct 31€ GATAACTAGTGIGRAATTGCATATTCAGTGRATCATCGAGTCTITTGAACGCAGCTTGCRECT 2375

Quexry 301 CTATGGTTTTTCTATAGAGTACGCCTIGCTTCAGTATCATCACRARCCCACACATAACATT 3€0
PERRLEERERT R b e e b et bbb e e et
Sbjct 37€ CTATGGTTTTTCTATAGAGTACGCCTGCTTCAGTATCATCACARACCCACACATAACATT 435

Quexry 361 TGITIATGTGGIGATGGGTCGCATCGCTGTTTTATTACAGTGAGCACCTARRATGTETGT 420
TERLLEERRRR b e e v et bbb e b rentl
Sbjct 43€ TGITTATGTGCIGATGGGTCGCATCGCTGTTTTATTACAGTGAGCACCTAAARTGTCTGT 485

Query 421 GATTITCTGTCIGGCTTGCTAGGCAGGARTATTACGCTGEGTICTCAGGATCtttooesttG 480
PERRLEPERRE b e e bt e b e et e enritl
Sbjct 45€ GATTTICTGTCIGGCTTGCTAGGCAGGRATATTACGCTGGTCTCAGGATCTTTITITTITG SSS

Quexry 481 GITCGCCCAGGARGTARAGTACAAGAGTATAATCCAGTAACTTTCARACTATGATCTIGRR 540
FERRTEEPRRR e e et et b v e e e e ettt
Sbjct 556 GITCGCCCAGGARGTAAAGTACAAGAGTATAATCCAGTAACTTTCAMACTATGATCTIGAR €15

Quexry 541 GTCAGGTGGGATTACCCGCTGRACTTAAGCATATCAATAR SE80
PERLERRRRR e e v r et eennrnind
Sbjct €1€ GTCAGGTGGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCARTAA €55

Sekil 3.10. ITS gen bolgesi karsilagtirma sonucu.

3.2.4.3. B.cinerea Mikrosatellit Reaksiyon Kosullari

Daha 6nceki ¢aligmalarda B.cinerea igin tanimlanmis dokuz mikrosatellit lokusu
calisildi (Cizelge 3.2). Mikrosatellit lokuslart HEX, 5-FAM ve TET floresans
boyalari ile 5' ucu etiketlenmis oligoniikleotidler kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi.
Amplifikasyonda kullanilan oligoniikleotidlerin dizi ve floresans etiket bilgileri
Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. B.cinerea i¢in mikrosatellit analizinde kullanilan oligoniikleotid dizi,

boya ve uzunluklari.

Lokus Floresans Boya Oligoniikleotid Dizisi Aralik (bg)

5'-AGGGAGGGTATGAGTGTGTA-'3
Bel  S-Fam 5 TTGAGGAGGTGGAAGTTGTA-3 220281

5'-CATACACGTATTTCTTCCAA-3
Bcz  Tet 5. TTTACGAGTGTTTTTGTTAG"3 0020

5 GGATGAATCAGTTGTTTGTG-3
Bc3  Hex 5. CACCTAGGTATTTCCTGGTA-3  200-230

5. CATCTTCTGGGAACGCACAT-"3
Bet el 5. ATCCACCCCCAAACGATTGT-3  28-130

5.CGTTTTCCAGCATTTCAAGT-3
Bed - Tet 5.CATCTCATATTCGTTCCTCA-3 1207170

Bc6  Hex 5'-ACTAGATTCGAGATTCAGTT-'3 80-260
5'-AAGGTGGTATGAGCGGTTTA-'3

5-CCAGTTTCGAGGAGGTCCAC-3
Be7  5-Fam 5-GCCTTAGCGGATGTGAGGTA3 119140

5-CTCGTCATAACCACGCAGAT-3
Be9  Tet 5-GCAAGGTCTCGATGTCGATC-3  1°0-180

5-TCCTCTTCCCTCCCATCAAC-3
Bc 10 Hex 5.GGATCTGCGTGGTTATGACG-3 00-210

Her bir mikrosatellit lokusu, son hacimde 4 ng/ul kalip DNA (100 ng/ul), 1x Taq
tamponu [10x Taq Buffer; 100 mM Tris-HCI (pH 8.3), 500 mM KCI, 15 mM
MgCl, % 0.01 jelatin; Sigma], 1.5 mM MgCl, (25 mM; Fermentas, MBI), 0.1 mM
dNTP karisimi (herbir dATP, dTTP, dCTP, dGTP 0.5 mM; Fermentas, MBI), 0.5
U/ul Tag polimeraz (5 U/ul; Fermentas, MBI), oligoniikleotid ¢iftinin herbirinden
0.24 pmol/pl (her biri 20 pmol/ul) 25 pl reaksiyon hacminde steril distile su ile
tamamlanarak PCR ile ¢ogaltildi. Cogaltmak igin;

94 °C 3dk
94 °C 30 sn
50/53/59 °C  30sn
72 °C 30 sn
72 °C 3dk

94 °C 30 sn, 50/53/59 °C 30 sn (Bcl, Bc3, Bc6, Bc9=50; Bc2, Bc5=53; Bc4, Bc7,
Bc10=59 ) ve 72 °C 30 sn PCR sicaklik profili 35 dongii boyunca uygulandi.

PZR firtinleri % 2’lik agaroz jele yiiklenerek kontrol edildi (Sekil 3.11).



Sekil 3.11. Be 1 ve Bce 3 lokuslari PCR iiriinleri.

3.2.4.4. B.cinerea Mikrosatellit Veri Analizi

Mikrosatellit alel biiyiikliikleri ABI 3730 Automated DNA Analyzer (Applied
Biosystems) ile belirlendi (Macrogen Inc., Giiney Kore). Alel biiyiiklikleri
Genemarker v1.8 (SoftGenetics LLC™) programi kullanilarak hesaplandi (Sekil
3.12)
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Sekil 3.12. Bc 10 lokus goriintiisii.
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Populasyonlara gore lokuslarin alel sayist (k), beklenen heterozigotluk (Hg; gen
cesitliligi) ve gozlenen (Hg) heterozigotluk degerleri hesaplandi. Populasyon
cgiftleri arasindaki genetik uzaklik (Fg) belirlendi ve populasyonlarin Hardy-
Weinberg dengesinde (Hardy-Weinberg dengesi: bir populasyonda her bir alel
sikliginin nesiller boyu sabit kalmas1 gerektigini gosteren dengedir ) olup olmadig1
ile lokuslar arasinda baglant1 dengesizliginin varlig1 test edildi. Populasyon ciftleri
arasindaki farkliligimi belirlemek i¢in p (olasilik) degerleri, Markov chain
randomization (Guo ve Thompson, 1992) ile hesaplandi. Biitiin bu istatiksel
analizler Genepop v 7.0 (Rousset, 2008) kullanilarak yapildi.

B. cinerea populasyonlar1 arasinda genetik iligkiyi ortaya koyabilmek i¢in genetik
uzaklik verilerine dayali olan UPGMA wuzaklik agaci TFPGA (Tools for
Population Genetic Analyses) (Version 1.3) (Miller, 1997) bilgisayar programu ile
olusturuldu.

Yakin tarihlerde populasyonlarda meydana gelmis olasi darbogazlari tespit etmek
icin iki fazli mutasyon modeli (TPM) kullanilarak, Wilcoxon testi uygulandi
(Bottleneck ver. 1.2; Cornuet ve Luikart, 1996).

B. cinerea populasyonlarinin yapist Bayesian kiimeleme metodunu ile populasyon
sayisinin en dogru tahmin edebilen STRUCTURE ver. 3.2 programi ile incelendi
(Pritchard vd., 2000).
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4. BULGULAR

4.1. Kiif Florasinin Belirlenmesi

4.1.1. Morfolojik Tanimlama

Toplanan ¢ilek orneklerinden saflastirma sonunda 347 kiif susu elde edilmistir. Saf
kolonilerin Samson (2004)’a goére morfolojik tanisi yapilmasi ile 11 farkli cins
(Botrytis, Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Rhizopus, Cladosporium, Alternaria,
Trichoderma, Syncephalastrum, Talaromyces, Lichtheimia) tespit edilmistir

(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Morfolojik olarak tanimlanan fungus suslar1.

No Cins Ismi Lokalite

1 Rhizopus Yenipazar, Atca

2 Lichtheimia Yenipazar

. Yenipazar, Atca, Sultanhisar,

3 Alternaria Umurlu, Kosk

4 Fusarium Yenipazar, At¢a, Umurlu

5 Penicillum Yenipazar

6 Aspergillus Yenipazar, Atca, Sultanhisar
7 Cladosporium Sultanhisar

8 Trichoderma Yenipazar, Atca

9 Talaromyces Atca

10 Syncephalastrum  Yenipazar, Atca
. Yenipazar, Atca, Sultanhisar,
1l il Umurlu, Kosk

izole edilen kiiflerin mikroskop altinda 40X’lik ve 100X’lik biiyiitmede Laktofenol
Pamuk mavisi soliisyonu kullanilarak spor ve hif yapilart belirlenmistir.
Morfolojik olarak tespit edilen 10 farkli fungus cinsine ait spor ve hif yapilari sekil
4.1 ve 4.2°de verilmistir.
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I i
Sekil 4.1. Laktofenol Pamuk mavisi soliisyonu kullanilarak boyanan funguslarin spor
ve hif yapilar1 (A: Aspergillus sp., B: Penicilium sp., C: Syncephalastrum sp. D:
Botrytis cinera., E: Rhizopus sp., F: Lichtheimia sp., G: Alternaria sp., H:
Trichoderma sp., I: Fusarium sp., I: Cladosporium sp.).

Izole edilen funguslar binokiiler mikroskop altinda incelenerek koloni ve iireme
yapilar1 tespit edilmistir (Sekil 4.2).
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E ' =

Sekil 4.2. Cilekten izole edilen bazi izolatlarin binokiiler mikroskop altindaki
gortintiileri (A: Aspergillus niger., B: Aspergillus flavus., C: Rhizopus oryzae.,
D: Penicillum citrium., E: Aspergillus fumigatus., F: Alternaria alternata. ).

4.1.2. Molekiiler Tanimlama

Calismada bes farkli lokaliteden hastalikli ¢ilek bitkisinden izole edilen ve
morfolojik olarak tanimlanan 78 fungus 6rnegin PCR yardimiyla rDNA ITS gen
bolgesi dizileri gogaltilmistir. Daha 6nceki ¢aligmalarda tanimlanmis olan ITS gen
bolgesi dizileri (GenBank; http://ncbi.nlm.nih.gov) ile kiyaslanarak kiif

izolatlarinin molekiiler olarak tanimlanmasi gerceklestirilmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.2. Genebak verileri ile kiyaslanan kiif izolatlari.

izolat No

Z1
Z2
Z3
Z4
Z5
Z6
zZi
Z8
Z9
Z10
Z11
712
Z13
Z14
Z15
Z16
Z17
Z18
Z19
Z20
Z21
222
723
724
Z25
226
227
Z28
Z29
Z30
Z31
732
Z33
Z34
Z35
Z36
Z37
Z38
Z39
Z40
741
742

Tiir ismi

Rhizopus oryzae

Lichtheimia corymbifera
Aspergillus flavus
Trichoderma horzianum
Alternaria alternata

Rhizopus oryzae

Fusarium proliforatum
Fusarium verticilioides
Alternaria alternata
Syncephalastrum monosporum
Cladosporium cladosporioides
Alternaria alternata
Aspergillus niger

Aspergillus niger

Alternaria alternata

Fusarium proliforatum
Fusarium proliforatum
Aspergillus niger

Aspergillus fumigatus
Fusarium proliforatum
Aspergillus tubugensis
Penicilium minioluteum
Penicilium citrinum
Alternaria alternata
Aspergillus quadrilineatus
Cladosporium cladosporioides
Cladosporium cladosporioides
Cladosporium cladosporioides
Alternaria alternata
Alternaria alternata
Trichoderma atroviride
Aspergillus niger

Alternaria alternata
Aspergillus tubugensis
Talaromyces allahabadensis
Alternaria alternata
Syncephalastrum monosporum
Fusarium proliforatum
Cladosporium cladosporioides
Syncephalastrum monosporum
Aspergillus terreus

Aspergilus quadrilineatus

Genebank
Eslesmesi (%)
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Lokalite

Yenipazar
Umurlu
Yenipazar
Yenipazar
Yenipazar
Yenipazar
Yenipazar
Yenipazar
Sultanhisar
Yenipazar
Sultanhisar
Yenipazar
Yenipazar
Yenipazar
Umurlu
Yenipazar
Yenipazar
Kosk
Yenipazar
Yenipazar
Yenipazar
Yenipazar
Yenipazar
Yenipazar
Sultanhisar
Sultanhisar
Sultanhisar
Sultanhisar
Atca

Kosk

Atca

Atca

Atca

Atca

Atca

Atca

Atca

Atca
Sultanhisar
Atca

Atca

Atca
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Cizelge 4.2 devami
Z43 Trichoderma atroviride 100 Atca
Z44 Rhizopus oryzae 100 Atca
Z45 Fusarium proliforatum 100 Atca
Z46 Fusarium proliforatum 100 Atga
Z47 Aspergillus quadrilineatus 100 Atca
Z48 Aspergillus terreus 100 Yenipazar
Z49 Fusarium proliforatum 100 Yenipazar
Z50 Fusarium proliforatum 100 Yenipazar
Z51 Botrytis cinerea 100 Umurlu
Z52 Botrytis cinerea 100 Umurlu
Z53 Botrytis cinerea 100 Umurlu
Z54 Botrytis cinerea 100 Sultanhisar
Z55 Botrytis cinerea 100 Sultanhisar
Z56 Botrytis cinerea 100 Sultanhisar
Z57 Botrytis cinerea 100 Kosk
Z58 Botrytis cinerea 100 Kosk
Z59 Botrytis cinerea 100 Kosk
Z60 Botrytis cinerea 100 Yenipazar
Z61 Botrytis cinerea 100 Yenipazar
262 Botrytis cinerea 100 Yenipazar
763 Botrytis cinerea 100 Yenipazar
Z64 Botrytis cinerea 100 Atca
Z65 Botrytis cinerea 100 Atca
266 Botrytis cinerea 100 Atga
267 Botrytis cinerea 100 Atca
768 Fusarium proliforatum 100 Umurlu
Z69 Botrytis cinerea 100 Umurlu
Z70 Fusarium proliforatum 100 Umurlu
Z71 Aspergillus flavus 100 Atca
Z72 Alternaria alternata 100 Atca
Z73 Alternaria alternata 100 Atca
Z74 Aspergillus sp. 96 Atca
Z75 Aspergillus fumigatus 100 Sultanhisar
Z76 Aspergillus fumigatus 100 Yenipazar
Z77 Alternaria alternata 100 Sultanhisar
Z78 Aspergillus tubugensis 100 Yenipazar

rDNA ITS gen bolgesine gore 11 cinse ait 20 farkl kiif elde edilmistir.

rDNA ITS gen bolgesiyle tespit edilen funguslarda 27 farkli haplotip goézlenmistir.
Bu haplotiplerin “koksiiz tutumluluk agi” olusturuldu (Sekil 4.3).



36

Botrytis cinerea Trichoderma atravilréde
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Botrytis cinerea Cladosporium Iadasporia(:%s 22 22
1 171
O * 1
5 o e 77 A o 36
1 1 1 1 Trichoderma horzianum
Botrytis cinerea 3 * 8 6| Cladosporium cladosporiojdes
147 8 g 9 9 Fusarium proliforatum
Fusarium verticilioides et 9 Fusarium proliforatum
¢ 8 = - = 1
ad 2
4 Aspergillus niger Aspergillus sp. Rhizopus oryzae
48 O ’ C) S 2 O '
48 Aspergillus tubugensis 1 394
1
7 Rhizopus oryzae
. 48 = . P, ; y:
2 . 7 * 1 1
101 6 5\, ¥ 1 ]
Alternaria alternata
5 . 4 4 B
< —8®K—7 O 151
Alternaria afternata Aspergillus quadrilineatus
2 2 9 . 125 *
1 49 Aspergillus flavus
¢ » o ’9 " 125 125
2 3 q 4 4 Penicillum nTinioluteum
Alternaria alternata 35 9 n - [
- 29
Penicillum citrinum 9 9 Syncephalastrum monosporum
¢ O
* 3 *
S < 4 ¢ 3 3 Lichtheimia corymbifera
12— Aspergillus fumigatus 32
e . 3 > 32
12 - 2 43
12 53
19 & v
Aspergillus terreus Tularomyces%?lahabadensis

Sekil 4.3. NETWORK analizine dayali ITS gen bolgesi haplotiplerinin tahmini
kladogrami (her pay grafigi haplotip sikligin1 temsil etmekte ve kirmizi ile yazil
sayilar haplotipler arasindaki baz farkliligini gdstermekte).

ITS gen bolgesi ile tespit edilen tiirlerin farkli haplotiplerinin UPGM uzaklik agaci
Jukes-Cantor modeli kullanilarak olusturuldu (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. ITS gen bolgesi haplotiplerinin UPGMA uzaklik agaci.

4.2. B.cinerea Populasyonlarinin Genetik Yapisi

Aydin ilinde 5 farkli lokaliteden elde edilen 96 B. cinerea izolatinda 9 farkli
mikrosatellit lokusu calisildi. Lokuslarin her biri polimorfik olup alel sayilar1 6 (Bc
4) ile 18 (Bc 1) arasinda degismektedir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.3. Lokalitelere gore mikrosatellit alellerinin dagilimi (Ort: ortalama)

Lokalite N
Atca 19
Kosk 19
Sultanhisar 19
Umurlu 20
Yenipazar 19

Toplam 96

Ort.

Bcl
5

8

5

14

6

18
7.6

Bc 2

~N B2 © N~ O~

Bc3 Bc4 Bc5 Bc6 Bc7 Bc9 Bcl0
5 3 3 5 4 5

6 2 5 6 5 2

3 4 9 7 9 7

5 3 3 5 5 2

3 3 7 7 8 5

10 6 10 11 11 9

44 3 54 6 6.2 4.2
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Dokuz lokus i¢in toplamda ortalama alel sayisi 11.56 dir. Polimorfik lokuslar
icinde ortalama en az alel B¢ 4 (3) ve en yiiksek alel ise B¢ 2 (7.80) lokusunda

saptandi.

Lokalitelerde gozlenen ortalama heterozigotluk degerleri en diisiik Atca ve Kosk
(He=0.22) ve en yiiksek Umurlu (Hg=0.35) lokalitesinde saptanmustir (Cizelge
4.12). En yiiksek alel sayis1t Bc 1 lokusunda Umurlu (14 alel), Bc 2 lokusunda
Kosk ve Yenipazar (9 alel), Bc 3 lokusunda Kosk (6 alel), Bc 4 lokusunda
Sultanhisar (4 alel), Bc 5 lokusunda Sultanhisar (9 alel), Bc 6 lokusunda
Sultanhisar ve Yenipazar (7 alel), Bc 7 lokusunda Sultanhisar (9 alel), Bc 9
lokusunda Atca ve Yenipazar (5 alel), Bc 10 lokunda Sultanhisar ve Yenipazar (8
alel) lokalitelerinde belirlendi (Cizelge 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7,4.8,4.9,4.10,4.11 ve
4.12).

Mikrosatellit lokuslariin toplam alel sikliklar1 belirlendi (Sekil 4.5, Sekil 4.6,
Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12 ve Sekil 4.13



Cizelge 4.4. B.cinerea 6rneklerinin Bc 1 lokusu DNA analizi sonucunda
elde edilen gen sayis1 (N), alel sayisi (k) ve alel sikliklari, gen
cesitliligi (Hg) ve gozlenen (Hg) heterozigotluk degerleri.

Atca  Kosk Sultanhisar Umurlu  Yenipazar
N 38 32 32 40 24
Bc1l k 5 8 5 14 6
He 0.2105 0.4375 0.1250 0.3500 0.5000
Hg 0.7354 0.8708 0.7146 0.9118 0.7652

213 0 0 0.031 0 0
218 0 0 0 0.050 0
221 0.079 0.094 0.031 0.050 0
223 0 0 0 0.050 0.042
225 0 0 0 0.050 0
226 0 0 0 0.025 0
15 227 0 0 0 0.100 0
’E‘ 228 0 0 0 0.050 0
= 229 0 0.094 0 0 0.083
2 230 0 0 0 0.050 0
< 231 0.158 0.188 0.188 0.250 0.125
= 232 0 0.031 0 0.025 0
233 0474 0.281 0.438 0.175 0.333
234 0.158 0.094 0 0 0
235 0 0.156 0.313 0.025 0.375
237 0 0.063 0 0. 0.042
259 0 0 0 0.050 0

263  0.132 0 0 0.050 0

39



40

Cizelge 4.5. B.cinerea o6rneklerinin Bc 2 lokusu DNA analizi sonucunda
elde edilen gen sayisi (N), alel sayisi (K) ve alel sikliklari, gen
cesitliligi (Hg) ve gozlenen (Hg) heterozigotluk degerleri.

Atca  Kosk Sultanhisar Umurlu Yenipazar
N 38 38 38 40 38
Bc 2 k 7 9 7 7 9
Hs 0.3684 0.8421 0.5789 0.7500 0.7368
Hg 0.7412 0.7836 0.7675 0.7395 0.7354

145 0 0 0.053 0 0
149  0.053 0.053 0 0 0.053
153 0 0 0 0.050 0
154 0 0 0 0 0.026
155 0.237 0.237 0.342 0.450 0.474
e 156 0 0.026 0 0 0
E 157 0 0.026 0 0.100 0.132
= 158 0 0.053 0 0 0
= 159 0 0.105 0.105 0.050 0.026
= 160 0.026 0 0 0 0
= 161 0.447 0.395 0.342 0.225 0.184
162 0.053 0.053 0 0 0
163 0.158 0 0.079 0.100 0.026
165 0.026 0.053 0.053 0.025 0.053
167 0 0 0 0 0.026

177 0 0 0.026 0 0




Cizelge 4.6. B.cinerea 6rneklerinin Bc 3 lokusu DNA analizi sonucunda
elde edilen gen sayis1 (N), alel sayisi (k) ve alel sikliklari, gen
cesitliligi (Hg) ve gozlenen (Hg) heterozigotluk degerleri.

Atca  Kosk  Sultanhisar ~ Umurlu  Yenipazar

N 38 20 8 18 8

Bc3 k 5 6 o) 5 e
Hes 0.3158 0.1000 0.0000 0.2222 0.0000
Hs 0.7632 0.8222 0.8333 0.8403 0.8333
208 O 0 0 0.167 0
210 0.237 0.250 0.250 0.333 0.500
212 0.105 0.100 0.500 0.278 0.250
213 0 0.100  0.000 0.000 0.000
214 0 0.400 0.250 0.111 0.250
216 O 0 0 0.111 0
218 0289 0050 O 0 0
220 0342 O 0 0 0
222 0 0.100 O 0 0
230 0.026 O 0 0 0

Cizelge 4.7. B.cinerea orneklerinin B¢ 4 lokusu DNA analizi sonucunda
elde edilen gen sayis1 (N), alel sayis1 (K) ve alel sikliklari, gen
cesitliligi (Hg) ve gozlenen (Hg) heterozigotluk degerleri.

Atca  Kosk Sultanhisar Umurlu Yenipazar
N 38 38 38 40 38
Bc4 k 3 2 4 3 3
He 0.4211 0.1053 0.2105 0.4000 0.2105
Hg 0.5614 0.2778 0.6243 0.4737 0.5789

= 115 0.526 0.842 0.526 0.200 0.316
= 117 0 0 0 0.100 0
E 121 0 0 0.079 0 0
? 125 0421 0.158 0.342 0.700 0.579
-2 127 0.053 0 0 0 0
% 129 0 0 0.053 0 0.105

115 0.526  0.842 0.526 0.200 0.316
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Cizelge 4.8. B.cinerea orneklerinin Bc 5 lokusu DNA analizi sonucunda
elde edilen gen sayisi (N), alel sayisi (K) ve alel sikliklari, gen
cesitliligi (Hg) ve gozlenen (Hg) heterozigotluk degerleri.

Atca  Kosk Sultanhisar Umurlu  Yenipazar
N 38 38 38 40 38
Bc5 k 3 5 9 3 7
Hs 0.2632 0.0000 0.6316 0.9000 0.4211
Hg 0.6345 0.5263 0.7924 0.5724 0.8333

146 0 0 0.053 0 0.211
148 0 0 0.053 0 0.184
% 150 0.158 0.053 0.211 0.075 0.263
2 154 0342 0.158 0.368 0.475 0.211
2 156 0  0.053 0 0 0.079
= 158 0 0 0.026 0 0
2 160 0 0 0.026 0 0
= 162 0500 0.684 0.211 0.450 0.026
164 0  0.053 0.026 0 0.026
168 0 0 0.026 0 0

Cizelge 4.9. B.cinerea o6rneklerinin Bc 6 lokusu DNA analizi sonucunda
elde edilen gen sayisi (N), alel sayist (K) ve alel sikliklari, gen
cesitliligi (Hg) ve gdzlenen (Hg) heterozigotluk degerleri.

Atca  Kosk Sultanhisar Umurlu Yenipazar
N 38 38 38 40 34
Bc 6 k 5 6 7 5 7
He 0.3158 0.4211 0.6316 0.4000 0.4706
Hg 05482 0.7778 0.8246 0.7079 0.8401

110 0 0.079 0 0 0

112 0 0 0 0.025 0
= 114 0 0 0 0 0.088
= 116 0.026 0.211 0.105 0 0.059
g 118 0.658 0.395 0.289 0.475 0.235
4= 122 0.105 0.184 0.263 0.225 0.088
R 124 0.158 0.105 0.079 0.100 0.176
= 126 0 0.026 0.079 0.175 0.294
E 128  0.053 0 0.026 0 0

130 0 0 0.158 0 0

134 0 0 0 0 0.059




Cizelge 4.10. B.cinerea 6rneklerinin Bc 7 lokusu DNA analizi sonucunda
elde edilen gen sayis1 (N), alel sayisi (k) ve alel sikliklari, gen
cesitliligi (Hg) ve gozlenen (Hg) heterozigotluk degerleri.

Atca  Kosk Sultanhisar Umurlu Yenipazar
N 38 38 38 40 38
Bc 7 k 4 5 9 5 8
Hes 0.0526 0.1053 0.3684 0.0500 0.1053
Hg 0.3743 0.5570 0.8363 0.5974 0.8377

109 0 0 0 0 0.053
111  0.053 0.079 0.053 0.075 0.079
= 113 0 0 0 0 0.105
4= 115 0.789 0.658 0.316 0.625 0.316
g 117 0.132 0.053 0.263 0.050 0.263
= 119 0 0.053 0.105 0.150 0.026
= 120 0 0.158 0.053 0 0.105
= 125 0.026 0 0.079 0 0.053
< 126 0 0 0.053 0.100 0
127 0 0 0.053 0 0
128 0 0 0.026 0 0

Cizelge 4.11. B.cinerea 6rneklerinin B¢ 9 lokusu DNA analizi sonucunda
elde edilen gen sayis1 (N), alel sayisi (k) ve alel sikliklari, gen
cesitliligi (Hg) ve gozlenen (Hg) heterozigotluk degerleri.

Atca  Kosk Sultanhisar Umurlu Yenipazar
N 38 38 38 40 38
Bc 9 k 5 2 7 2 5
He 0.0000 0.0000 0.0526 0.0000 0.0526
Hgs 0.0000 0.0000 0.0526 0.0500 0.0526

139 0 0 0.053 0 0
s 140 0 0 0.053 0 0.053
= 141 0053 0 0.053 0 0.105
2 142 0053 0 0 0 0

Z 143 0 0 0.026 0 0.026
2 145 0053 O 0.105 0 0.105
S 147 0789 0947 0.658 0950  0.711
< 149 0 0 0.053 0 0

155 0.053 0.053 0 0.050 0
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Cizelge 4.12. B.cinerea orneklerinin Bc 10 lokusu DNA analizi
sonucunda elde edilen gen sayist (N), alel sayist (k) ve alel
sikliklari, gen cesitliligi (Hg) ve gozlenen (Hg) heterozigotluk

degerleri.

Atea  Kosk Sultanhisar Umurlu Yenipazar
N 38 38 38 40 38
Bc10 k 6 4 8 3 8
Hs 0.0000 0.0000 0.0526 0.0500 0.0526
Hg 0.7427 0.5088 0.8713 0.3763 0.8801

161 0 0 0 0 0.053
164 0 0 0.105 0 0
171 0 0 0 0 0.105
= 172 0053 0 0.026 0 0
2 173 0105 0 0.000 0 0.105
= 174 0 0 0.053 0 0.000
Z 175 0053 0.053 0 0 0.105
2 176 0 0 0.105 0 0
£ 177 0 0 0.053 0 0.158
“ 178 0053 005  0.237 0.025 0.132
180 0421 0211 0211 0.200 0
181 0 0 0 0 0.053
185 0316 0.684  0.211 0.775 0.289

Cizelge 4.13. B.cinerea 6rneklerinin incelenen lokuslarin toplaminda istatistiksel
olarak tamamlayic1 degerleri (k: Alel sayisi, Hg: Gozlenen
heterozigotluk, Hg: Beklenen heterozigotluk, Ort.: Ortalama, SS:
Standart sapma, SH: Standart hata)

Ortt. SS. SH. Ort. SS. SH. Ort. SS. SH.

k k k Hg He He Hs Hs Hsg
Atca 478 130 043 022 016 0.05 057 025 0.08
Kosk 522 239 080 022 029 010 057 029 0.10
Sultanhisar 6.56 2.13 0.71 029 026 0.09 0.70 0.25 0.08
Umurlu 522 363 121 035 031 010 059 0.26 0.09
Yenipazar 622 217 072 028 026 0.09 0.71 0.26 0.09
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Sekil 4.5. Bcl lokusu alel ve alel sikliklari.
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Sekil 4.6. Bc2 lokusu alel ve alel sikliklari.
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Sekil 4.7. Bc3 lokusu alel ve alel sikliklari.
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Sekil 4.8. Bc4 lokusu alel ve alel sikliklari.
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Sekil 4.9. Bc5 lokusu alel ve alel sikliklari.
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Sekil 4.10. Bc6 lokusu alel ve alel sikliklari.
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Sekil 4.11. Bc7 lokusu alel ve alel sikliklari.
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Sekil 4.12. Bc9 lokusu alel ve alel sikliklarr.
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Sekil 4.13. Bc10 lokusu alel ve alel sikliklari.

Alel sikliklarma dayali X testi kullanilarak tiim populasyonlarin her bir lokus igin
Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadiklar1 test edildi (Cizelge 4.13). Biitiin
lokuslar i¢in populasyonlarin toplaminda Hardy-Weinberg dengesinden sapma
gozlendi (X, ydo). Kosk’te Bc 2, Umurlu’da Bc 4, ve Yenipazar’da Bc 1 ve Bc 2
lokuslar hari¢ biitiin populasyonlardaki lokuslarin tamaminda Hardy-Weinberg

dengesinden sapma go6zlendi.

Cizelge 4.14. B.cinerea populasyonlarinin Hardy-Weinberg dengesine dayali alel
siklig1 anlamlilig1 (p, olasilik; ydo: yiiksek derecede dnemli)

Lokus Atca Kosk  Sultanhisar Umurlu  Yenipazar Toplam
Bc 1 0.0000  0.0000 0.0000 0.0000 0.1018 ydo
Bc 2 0.0010  0.3185 0.0014 0.0001 0.2476 0.0000
Bc 3 0.0000  0.0000 0.0296 0.0000 0.0304 ydo
Bc 4 0.0432  0.0339 0.0001 0.2889 0.0001 0.0000
Bc 5 0.0006  0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 ydo
Bc 6 0.0037  0.0011 0.0275 0.0002 0.0032 0.0000
Bc7 0.0000  0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 ydo
Bc 9 0.0000  0.0263 0.0000 0.0265 0.0000 ydo

Bc 10 0.0000  0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 ydo

Toplam ydo ydo Ydo ydo ydo ydo
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Tiim populasyonlarin istatistiksel olarak anlamli bir genetik yapilanma gosterdigi
saptanmistir (Fs=0.0711, ydé). Populasyonlarin ikiserli karsilastirilmalarinda
hepsinde de istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlendi (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. B.cinerea populasyonlarinin nDNA bakimindan genetik yap1 olarak
ikiserli karsilagtirilmas: (Alttaki bolim Fg: populasyonlar arasindaki
genetik uzaklik degerleri, istteki bolim populasyonlarin ikiserli

karsilastirilmalarma ait X* anlamlilik dereceleri, ydo: yiiksek derecede

anlamli).
Atca Kosk  Sultanhisar Umurlu Yenipazar
Atca - Ydo Ydo ydo ydo
Kosk 0.05448 - Ydo ydo ydo
Sultanhisar  0.0478  0.06547 - ydo ydo
Umurlu 0.06673 0.08428 0.07456 - ydo
Yenipazar 0.09607 0.1196 0.005456 0.07759 -

Populasyonlarda tespit edilen alellere gore Nei (1972) modeli kullanilarak
UPGMA uzaklik agaci olusturuldu (Sekil 4.14).

Uzakhk
1 1 ]

1
I I I 1 1
3.000 225,000 15.000 75,000 0.000

Sultanhisar

Kosk

Umurlu

Sekil 4.14. B.cinerea lokalitelerinin UPGMA uzaklik agaci.

UPGMA uzaklik agacina gore B.cinerea populasyonlari 2 (1: Sultanhisar ve
Yenipazar, 2: Atca, Kosk ve Umurlu) soy hattina ayrilmaktadir.
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Incelenen biitiin popiilasyonlar da iki basamakli mutasyon (TPM) modeli altinda,
son zamanlarda bir darbogaz ge¢irdigine dair kanit tespit edilemedi (Wilcoxon
testinde biitiin lokuslarda p>0.05; At¢a p= 0.82031, K6sk p= 0.49609, Sultanhisar
p=0.42578, Umurlu p= 0.54492, Yenipazar p= 0.57031).

Lokaliterde Bayesian kiimeleme metodu ile populasyon yapisi incelendi (Structure

Atca Késk Sultanhisar Umurlu Yenipazar

ver. 2.3 run=10000, MCMC=100000, Sekil 4.15, 4.16).

Sekil 4.15. B.cinerea lokalitelerinin Structure analizi sonuglari.

Sekil 4.16. B.cinerea lokalitelerinin Structure analizi K degeri.

Structure analizi sonucunda bes B.cinerea lokalitesinde en uygun K degerinin 2
oldugu tespit edilmistir (K=2 i¢in AK:94,22 /8,57541621=10,9872218).
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5. TARTISMA ve SONUC

Cilegin ozellikle son yillarda diinyada ve {ilkemizde giderek dnem kazanmasinda
en biyik etken degisik iklim ve toprak kosullarinda ekonomik olarak
yetistirilmesidir. EKonomik 6neme sahip yiyecekler kiifler tarafindan daima tehdit
altindadir. Kiifler yiyecekleri ya direk olarak beslenme amach ya da dolayl olarak
aflotoksin gibi maddeleri salgilayarak etkilemektedir. Fungal patojenleri dogru
olarak tanimlamak, sebep olduklar1 hastaliklara karsi miicadelede ve ekolojisi ve
populasyon genetigi c¢alismalarinda olduk¢a Onemlidir (Gherbawy ve Voigt,
2010). Ancak bu kiif tiirleri birbirlerine ¢ok benzedigi i¢in onlar tiir seviyesinde
dogru olarak tanimlama mimkiin olmayabilir. Bu nedenle morfolojik ve
molekiiler karakterleri birlikte arastirilmalidir (Iheanacho vd. 2014). Devam eden
biyoteknolojik yontemler ve molekiiler belirtegler farkli kiif tiirlerinin dogru olarak
tanimlanmasi i¢in kullanilmaktadir (Attanayake vd., 2009). Bu c¢alismada Aydin
ilinde ¢ilekte hastaliga sebep olan kiiflerin morfolojik ve molekiiler olarak
tanimlanmasi ve B.cinerea populasyonlarinin mikrosatellit belirtegleri yardimiyla

genetik yapisi ortaya konulmustur.
5.1. Morfolojik ve Molekiiler Tanimlama

Yaptigimiz calismada 2014-2015 yillarinda Aydin ilinde ¢ilek yetistiriciligin en
fazla oldugu 5 lokaliteden hastalikli ¢ilek 6rnekleri toplanmis ve 347 kiif susu elde
edilmistir. Morfolojik ve molekiiler tanimlama gergeklestirildikten sonra 11 cinse
ait 20 farkl tiir elde edilmistir. incelenen lokalitelerde tespit edilen kiif suslari
cizelge 5.1°de verilmistir.
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Cizelge 5.1. Lolalitelerde tespit edilen kiif tiirleri.

Kiif Suglari Umurlu | Kosk | Sultanhisar | Atea | Yenipazar
R. oryzae + +
A. flavus + +
A. niger + + i
A. fumigatus 5 5
A. tubugensis + i
A. quadrilineatus 4 +
A. terreus it i
Aspergillus sp. 4
T. horzianum +
T.atroviride +
A. alternata i + + + +
S. monosporum i +
F. proliforatum + + +
F. verticloides 5
T. allahabadensis i
P. minioluteum +
P. citrinum +
L.corymbifera +
B. cinerea + + + + +
C. cladosporioides i

En fazla kiif susu Yenipazar (14) ve Atca (13) lokalitelerinde tespit edilmistir.
Bortytis cinerea ve Alternaria alternata tiirleri incelenen biitiin lokalitelerde
gozlenmistir. Bu da bu kif tiirlerinin Aydin ilinde bulunan ¢ileklerde yogun
oldugu anlamina gelmektedir.

Funguslarda morfolojik tanimlama; konukc¢u 6zellesmesi, besi ortami, konidi
biiyiikliigli ve sekli, kiiltiir gelisimi ve rengi, telemorf yapisinin olup olmamasina
ve diger ozelliklerine gore yapilmaktadir. Morfolojik tanimlama stabil degil yani
cevre kosullarina gore degismektedir. rDNA ITS gen bdlgesinin fungus
taksonomisinde kabul goren resmi bir molekiiler barkod haline gelmesiyle
molekiiler tanimlama hizli ve daha dogru sonuglar vermektedir (Schoch vd, 2012).

Yapmis oldugumuz calismada morfolojik olarak tanimlama cins diizeyinde
gerceklesirken tiir diizeyinde tanimlama molekiiler olarak gergeklestirilmistir.
Hem morfolojik hem de molekiiler tanimlama birbirini desteklemistir. Sadece
Aspergillus cinsinde bir kiif molekiiler olarak tanimlanamamustir. Bu kiifiin rDNA
ITS gen bolgesi dizisi Aspergillus tubigensis tiiriinden 3 baz farkliligiga sahiptir
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(Sekil 4.3). Bu tiiriin rDNA ITS gen bolgesi dizisinin GENEBANK veri tabaninda

bulunmamasindan kaynaklanmaktadir.

Toplam 20 farkhi kiif tiriinde 27 ITS gen bolgesi haplotipi elde edildi. Bu
haplotiplere ait UPGMA uzaklik agaci Jukes-Cantor modeli kullanilarak
olusturuldu (Sekil 4.4). UPGMA uzaklik agacina kiifler alt1 grup’a ayrilmaktadir
(1: Aspergillus, Penicilium, Talaromyces ve Bortytis; 2: Trichoderma ve
Fusarium; 3: Cladosporium; 4: Alternaria; 5: Rhizopus; 6: Lichtheimia,
Syncephalastrum).

5.2. B.cinerea Populasyonlarinin Genetik Yapisi

Aydin ilinde ¢ilek yetistirilen 5 lokaliteden hastalikli ¢ilek bitkilerinden elde
edilen 96 B.cinerea 6rneginde dokuz mikrosatellit lokusu arastirildi. Lokuslar
polimorfik olup alel sayilar1 6 (Bc 4) ile 18 (Bc 1) arasinda degismektedir. Dokuz
lokus iginde toplam 104 olan alel sayisi, ortalamada 11.56 olarak belirlendi
(Cizelge 4.2).

B. cinerea populasyonlarindaki varyasyonu tespit edebilmek igin incelenen
lokuslara gore gozlenen heterozigotluk degerleri belirlendi (Cizelge 4.3, 4.4, 4.5,
4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11). Go6zlenen heterozigotluk en yiiksek B¢ 5 lokusunda
Umurlu (Hs=0.900), Bc 2 lokusunda Kosk (Hg=0.842) lokalitesinde, en diistik ise
Bc 3 lokusunda Sultanhisar ve Yenipazar, Bc 5 lokusunda Koésk, Bc 9 lokusunda
Atca, Kosk ve Umurlu, Bc 10 lokusunda Atca ve Kosk lokalitelerinde (Hg=0.00)
gozlendi. Incelenen lokuslarin toplaminda gozlenen heterozigotluk degerleri
Hs=0.22 ile Hs=0.35 arasinda degismektedir (Cizelge 4.12).

Cizelge 5.2’de bu c¢alismada ve diinya genelinde daha O6nce yapilan bazi
arastirmalarda kullanilan lokuslarin gen gesitliligi degerleri verilmistir.
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Cizelge 5.2. Bu calisma ve diinya genelinde yapilan bazi B. cinerea
populasyonlarimin gen gesitliligi.
Calisilan Calisihin Calisilan Ornek £E1
Lokus Bolge Bitkiler sayisi Cesitliligi jczal
(Ortalama)
Bc2, Bcs, Cilek,
Bc6, Bc7, Macaristan  Bogirtlen, 92 0.66 oG
- 2012
Bcl0 Uziim
Bcl,Bc2,
Bc3, Bc4, A Isenegger
Bcs, Bes,  Hndistan/ o0 104/65  0.610.82  vd., 2008
Bc7. BcO Avustralya
Bc10
Bc2, Bc3, . .
Bc6, Bc7, Macaristan gl.l.ek’ 490 o e
Bogiirtlen vd., 2013
Bcl0
Bcl,Bc2,
Bc3, B4,
Bc5, B, Cin Bakla 100 el H”gggg’d"
Bc7, Bc9,
Bcl0
Bcl,Bc2, .
Bc3, Bc4, KE;LZIEI Rajaguru
Bc5, Bc6,  Ingiltere Papatva. 243 0.89 ve Shaw
Bc7, Bco, it 2010
Bcl0 Y
Bcl,Bc2,
Bc3, B4,
Bc5, Bcb, Aydin Cilek 96 0.64 Bu ¢aligma
Bc7, Bc9,
Bcl10

Buna gore ¢alisilan 9 lokus baz aldigimizda B. cinerea populasyonunda en fazla

gen cesitlilgi 0.89 ile Ingiltere populasyonunda oldugu gériilmektedir. Bu gen

cesitliliginin fazla ¢ikmasinin sebebi galigilan Ornek sayist ve galigilan bitki

sayisinin fazla olmasindan kaynaklanmaktadir. Aydin ilinde bulunan B. cinerea

populasyonu ve diger c¢alisilan bolgeler arasindaki gen ¢esitliligi degerlerinde

onemli farklar goriilmemistir.
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Alel sikliklarina dayali X? testi kullanilarak B.cinerea populasyonlari igin her bir
lokusun Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadigi test edildi (Cizelge 4.13).
Biitiin lokuslar i¢in populasyonlarin toplamimda Hardy-Weinberg dengesinden
sapma gozlendi (X? ydé). Yine populasyonlardaki lokuslarin tamamida Hardy-
Weinberg dengesinden sapma godzlendi (X? ydd). Hardy-Weinberg dengesinden
sapma goriilmesinin sebebi de eseysiz {iremenin olduk¢a baskin olmasindan
kaynaklanabilir. Mantarlar hem eseyli hemde eseysiz olarak tiremektedir. Cevre
kosullarina bagl olarak ¢ogunlukla eseysiz olarak tiremektedirler.

Populasyonlar arasindaki genetik uzaklik (Fs) ve populasyonlarin ikiser
karsilastirmalarina  ait Xanlamlihk dereceleri karsilastirildi (Cizelge 4.13).
Populasyonlarin ikiserli karsilastirilmalarinda hepsinde de istatiksel olarak anlaml
farkliliklar tespit edildi. Bu da B. cinerea populasyonlarin istatistiksel olarak

anlamli bir genetik yapilanma gosterdigi anlamina gelmektedir.

Populasyonlarda tespit edilen alellere gore UPGMA uzaklik agaci olusturuldu
(Sekil 4.11). Uzaklik agacina B. cinerea populasyonlart iki soy hattina
ayrilmaktadir (1:Sultanhisar ve Yenipazar, 2: At¢a, Kosk ve Umurlu).

Higbir populasyonun TPM modeli altinda son zamanlarda bir darbogaz gegirdigine
dair kanit tespit edilemedi. Buda funguslarin kétii ortam sartlarina karsi spor ve

benzeri yapilart olusturmasindan kaynaklanabilir.

Bayesian kiimeleme metodu ile populasyon yapisi incelendi. En uygun K
degerinin 2 oldugu tespit edildi (Sekil 4.16). Bu durumda UPGMA uzaklik
agacinda tespit edilen iki soy hattin1 (1:Sultanhisar ve Yenipazar, 2: Atca, Kosk ve
Umurlu) desteklemektedir.

Sonug olarak,

e Funguslar1 morfolojik olarak tamimlamada kullanilan yapilart ¢evre
kosullarina gore degismektedir. Bu nedenle funguslari sadece morfolojik
olarak tanimlama dogru olmayabilir. Bu nedenle tanimlama hem
morfolojik hem de molekiiler diizeyde olmalidir. Morfolojik ve molekiiler
tanimlama birbiririni desteklemelidir.
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Bu c¢alisma, B. cinerea populasyonlarinin  genetik  yapilarini
belirlenmesinde tilkemizde yapilan ilk ¢aligmadir.

Ornekle hacmi baz alindiginda Aydin ilindeki B. cinerea populasyonunun
gen ¢esitliligi diger ¢alisilan alanlarindaki gen cesitliligi degerleri arasinda
anlamli farklar gézlenmemistir.

Funguslarda eseysiz tiremenin baskin olmasindan dolay1 Aydin ilindeki B.
cinerea populasyonun Hardy-Weinberg dengesinden sapma gdsterdigi
tespit edilmistir.

Incelenen bes B. cinerea populasyonunun istatistiksel olarak anlamli bir

genetik yapilanma gosterdigi tespit edilmistir.

Hem UPGMA uzaklik agact hemde Bayesian kiimeleme metodu ile
yapilan analizler sonucunda B. cinerea populasyonlarmm iki
(1:Sultanhisar ve Yenipazar, 2: Atca, Kosk ve Umurlu) gruba ayrildig
tespit edilmistir.
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