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Adana ve Mersin il ve ilgelerinde yetistiriciligi yapilan bazi yumusak ve
sert gekirdekli meyve turlerinde kok ve kok bogazi ¢lrikltgine, zamklanmaya ve
kahverengi meyve cirdkligiine neden olan Phytophthora tirlerinin
karakterizasyonlarint belirlemek amaciyla 2009-2012 yillar1 arasinda 10 farkl:
bolgeden Phytophthora ile infekteli oldugundan stphe edilen bitki ornekleri
toplanmustir. Kayisi, elma ve seftali agaci koklerinden ve infekteli limon meyvesi
dokularindan Phytophthora izolatlar1 laboratuar kosullarinda modifiye edilmis
farkli konsantrasyonlarda antibiyotik iceren PARPH ve PDA besi ortamlari
Uzerinde saflastirilmistir. Phytophthora izolatlari PDA, MHA, KTA, YUA ve
MUA bes ortamlarinda alt kiltire alinarak koloni desenleri olusturulmus ve
mikroskobik yapilar1 belirlenmistir. izolatlarin koloni desenleri besi ortamlarina
gore degisiklik gostermekle birlikte, genel olarak kayisi izolatlar: krizantem, elma
izolatlar1 stellate, kamelya ve krizantem, seftali izolati homojen ve kamelya,
turuncggil izolati 1sinsal, krizantem ve gul yapragi seklinde koloni deseni
olusturduklart saptanmustir. Phytophthora izolatlarimin genomik DNA’larindan
rDNA’ya ait ITSI, 5.8S ve ITSII bolgelerinin DNA fragmenti PCR ile yaklasik
900-1050 b¢ blydkliginde cogaltiimis ve Mspl ve Haelll restriksiyon
endoniikleaz enzimi ile kesilerek polimorfik DNA fragmentleri elde edilmistir.
Buna gore kontrol olarak kullamlan turuncggil izolat: P. citrophthora diger
izolatlardan tamamen farkli DNA polimorfizmi gostermistir. APe-1 izolat1 P.
cactorum, MAs-1 izolat1 P. megasperma olarak degerlendirilmis, MYKk-2 izolat
P. palmivora ile benzerlik gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Koloni desenleri, ITS bolgeleri, PCR, Phytophthora spp.,
RFLP




ABSTRACT

Ms.C. THESIS

IDENTIFICATION, ISOLATION AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF PHYTOPHTHORA SPECIES FROM CROWN
ROTED ROOTS OF SOME FRUIT TREES
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Suspicious plant materials with Phytophthora spp. have been collected from
some pome and stone fruits showing gummosis, crown rot, and brown fruit rot in 10
different countrysides and locations of Adana and Mersin provinces to identify
characterization of Pythophthora species during 2009-2012. Phytophthora isolates
from infected tissues of roots of apricot, apple and peach, and lemon fruits were
cultured and purified on modified PARPH and PDA media including different
concenrations of antibiotics in vitro condition. Colony patterns of Phytophthora
isolates were performed on PDA, HA, KTA, YUA and MUA media and identified of
their microscobic structures. Although, in general colony patterns of fungi isolates
shown to be varied based on culture media, chrysanthemum for apricot isolates,
stellate, camellia and chrysanthemum for apple isolates, uniform and camellia for
peach isolate, radial, chrysanthemum, and rose petal for citrus isolates were created
as colonial patterns. DNA fragments between 900-1050 bp of ITSI, 5.85 and ITSII
regions of rDNA of Phytophthora isolates have been amplified by PCR and obtained
restriction ragment length polymorphism by digesting with Mspl and Haelll
seperately. Based on this digestion, citrus isolate, Phytophthora citrophthora as
control has shown completely different DNA plymorphism from other isolates. The
isolates APe-1 and MAs-1 have been considered as P. cactorum and P. megasperma
rspectively. The isolate MY k-2 has been found some similarities to P. palmivora.

K eywords. Colony pattern, ITS regions, PCR, Phytophthora spp., RFLP
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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1. GIRIS

Bodur ve yar1 bodur meyve yetistiriciliginin tlke ¢apinda artmasi, tlkemizin
guney kisimlarinda erkenci meyve yetistiriciligini 6n plana getirmistir. Ozellikle sert
gekirdekli meyve tirlerinden erik, kayisi, seftali, nektarin ve kiraz, yumusak
cekirdekli meyve turlerinden elma ve armut yetistiriciligi Dogu Akdeniz Bolgesinde
genis capta artmistir. Cizelge 1.1' de gorilecegi gibi 6zellikle Adanaili 2005 ve 2010
yillarina ait meyve Uretim degerleri dikkate alindiginda gelecekte bu bdlgenin
erkenci meyve yetistiriciligi icin dnemli bir merkez olacag: beklenmektedir.

Cizelge 1.1. Adana ili 2005 ve 2010 vyili meyve Uretim degerleri
(Adana Tarim il Mudirlugi, 2011)

ADANA IL12005-2010YILI MEYVE URETIMI

Kapladig ':A/?gne Meyve Oretim
Meyveler Alan 9 Vermeyen Yl
Dekar) | 2 | agacsapa| (TOM
Say1a

Yum.Cekirdekli| 10.870 |201.815 67.925 12.021
Tas Cekirdekli 83.050 |819.670 756.199 40.074 | 2005
Turuncgiller 291.840 |6.793.976 383.500 | 947.232
Yum.Cekirdekli| 12.677 306.401 190.031 15.217
Tas Cekirdekli 140.813 | 1.798.570 | 1.383.879 | 79.720 | 2010
Turuncgiller 343.786 | 7.564.398 | 1.414.580 | 949.721

Erkenci meyve yetistiriciliginin yapildigi Adana, Mersin ve civar illerde diger
yetistiricilik yapilan bolgelere gore nisbi nem orammn yiksek olmasi, meyve
bahcelerinde yapilan sik dikim, taban drenajinin olmamasi, salma sulama yonteminin
halen kullanilmast veya bolgeye normalden fazla yagis dismesi ve kiltirel
uygulamalardaki hatalar fungal hastaliklarin dnemini biraz daha 6n plana ¢ikarmustir.
Bu fungal hastalik etmeni gruplarindan birisi de Phytophthora cinsine bagli tirlerin
neden oldugu kok, kok bogaz: ¢urikligi, zamklanma ve meyve kahverengi clrokluk
hastaligidir.
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Phytophthora cinsi Chromista alemi igerisinde cift kamgiya sahip heterekont
gruplar1 kapsayan Oomycota subesinin (Oomycetes simifi) Peronosporales takimi
icerisine yerlestirilmistir (Agrios, 2004). Bir cok ulkede vyetistiriciligi yapilan
yumusak ve sert cekirdekli meyve tirlerinin cogunda patojen olarak trlin kayiplarina
neden olan bir veya birden fazla Phytophthora turleri saptanmustir (Erwin ve Ribeiro,
1996).

Ozellikle subtropik bolgelerde yetistiriciligi yapilan turuncgil tirlerinde
gbvde zamklanma, kok, kok bogazi ve meyve curukligu hastaligr etmeni
Phytophthora citrophthora iken, Florida ve Teksasin guneyinde yetistirilen
turuncgillerde Phytophthora nicotianae saptanmistir (Knorr, 1973; Gerlach ve ark,
1976; Kunta ve ark, 2007). Elma (Malus pumila Mill.) ve armut (Pyrus communisL.)
agaclarinda kok ve kok bogazi curdkligine neden olan patojen genelde
Phytophthora cactorum iken, Y unanistan’da ayrica Phytophthora citricola turleri de
patojenik olarak bulunmustur (Thomidis ve ark, 2002). Sert cekirdekli meyve
agaclarindan kirazda (Prunus avium L.) ise kok ve kok bogazi curikligune
Phytophthora cambivora, Phytophthora drechderi ve Phytophthora megasperma
turleri neden olmaktadir (Mircetich ve Matheron, 1976). Seftalide (Prunus persica
(L.) Batsch) kok, kok bogazi ve govdede ekonomik derecede zarar veren tir
Phytophthora cinnamomi’dir (Gastélum ve Mircetich, 2005). Diger bir sert
cekirdekli meyve agaci olan kayisi (Prunus armenica L.) kok ve kok bogazi
curdklagi ile gévde zamklanma hastaligi etmeni olarak Phytophthora’ min 4 tirQ, P.
citrophthora, P. nicotianae, P. tropicalis ve P. cactorum saptanmistir (Pane ve ark,
2009).

Phytophthora tdrlerinin simptomlar:1 diger bitki patojenleri ve abiyotik
faktorlerin neden oldugu simptomlar ile benzerlik gosterebilmektedir. Ozellikle
Phytophthora tirlerinden etkilenen yumusak ve sert cekirdekli kicuk fidanlar ilk
olarak kuraklik ve yetersiz beslenme sonucu olusan gelismede gerileme, solma,
kuruma, kok, kok bogazi ve govdelerindeki yaralar abiyotik faktorlerin veya diger
toprak kokenli bitki patojen funguslarin simptomlarina benzer simptomlar
gogerdiginden Phytophthora tdrlerinin @ neden oldugu hastaliklar  gbzden
kacabilmektedir (Sekil 1.1). Her ne kadar Ulkemizde fungal hastalik etmenlerinin
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tarimsal UrUnlere verdigi maddi zarar tam olarak hesaplanmasa da dreticilerin

kullanmakta oldugu fungisitler durumun ciddiyetini ortaya koymaktadir.

Sekil 1.1. Phytophthora tirleri ile infekteli oldugu saptanan yumusak ve sert
cekirdekli meyve turlerinde karakteristik simptomlar. (A) Elma kok ve
kok bogazinda nekrotik bolge, (B) kayisida gelismede gerileme ve solma,
(C) seftalide geriye 6lum ve kuruma, (D) limon gbvdelerinde kabuk
kavlamalar1 ve zamk akintilari, (E) limon meyvelerinde kahverengi
meyve ¢uruklugi

Ozellikle Dogu Akdeniz Bolgesi'nde sert ve yumusak cekirdekli meyve
Uretiminin artmasi zaman zaman Ureticilerden gelen sert ve yumusak cekirdekli genc
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meyve agaclarinda kok ve kok bogazi ¢urukligi ile gdvdede zamk akintisi ve kabuk
kavlama simptomlari, turuncgillerde ¢ok yaygin olan P. citrophthora’ nin yam sira,
patojenik yeni Phytophthora tirlerinin de ¢ok yakin gelecekte sorun olabilecegi
sinyallerini vermektedir.

Hastaligin kontrol altina alinmasi ve uygun micadele stratgilerinin
olusturulmast icin eski ve yeni kurulan meyve bahcelerindeki agaclardan ve
topraktan patojenin dogru olarak tanmlanmasi son derece Onem arz etmektedir.
Geleneksel yontemlerle Phytophthora cinslerine ait tdrlerin tamlanmasi morfolojik
karakterlerin mikroskobik gdzlemine, secici besi ortaminda patojenin izolasyonuna
ve fiziksel 6zelliklerine gore yapilmaktadir. Ancak bazi tirlerde glvenilir morfolojik
belirtilerin yetersiz olmasi, 6nemli oranda morfolojik yapida sekil degisimi, sekillerin
stabil olmamasi genelde yanlis tanilamaya neden olmaktadir. Ginumizde bu tir
olumsuzluklar1 asmada tamy: desteklemek icin molekiler biyolojiye dayali PCR-
temelli yontemlerden faydalamilmaktadir. Ancak uluslararasi ¢apta Phytophthora
turlerinin timind tanmlayacak spesifik primerlerin bulunmamasindan dolayi, standart
PCR yontemi ile Phytophthora tdrlerinin tams: yapilamamaktadir. Phytophthora
cinsi de dahil olmak Uzere Okaryotlarda sirasiyla 18S, 5.8S ve 28S rDNA kodlayan
genlerde tandem denilen ¢ok sayida tekrar eden nikleotid birimleri ve ribozomun
herhangi bir bdlgesini kodlamayan veya diger bir ifade ile transkripsiyonu
yapilmayan bolgeler ITS (transkripsiyon yapilmayan bdlge) bulunmaktadir (White
ve ark, 1990). Bu nedenle Phytophthora tirlerinin morfolojik karakterlerine gore
yapilan tir tamsini desteklemek icin ribozomal DNA'min ITS bolgelerine ait baz
dizilimlerinden veya DNA polimorfizminden yararlamlmaktadir (Crawford ve ark,
1996; Cooke ve Duncan, 1997; Ristaino ve ark, 1998; Cooke ve ark, 2000;
Wangsomboondee ve Ristaino, 2002; Duncan ve Cooke, 2002; Kong ve ark, 2003;
Cohen ve ark, 2003; Martin ve Tooley, 2003; Appiah ve ark, 2004). Bu metodlardan
PCR ile ¢ogaltilmis niklear ribozomal DNA parcaciginin restriksiyon endonikleaz
enzimleri ile kesilmis pargalar1 (RFLP) ve baz dizi analizleri Phytophthora turlerini
ayirt etmede cok bilyiik kolayliklar sunmaktachr (Cebi-Kilicoglu ve Ozkog, 2008).
Nuklear ribozomal DNA (rDNA) Phytophthora tirlerinin filogenetik yapisini ortaya
¢cikarmada, siniflandirilmasinda ve tamisinda son derece kullamgli ve guvenilir
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markorler sunmaktadir (Sekil 1.2). ITS bolgelerine ait baz dizileri gok yakin akraba
turlerde son derece degisken oldugu icin, Phytophthora tirlerini ayirt etmede veya
teshis etmede ideal bir yontem olarak kullaniimaktadir (Cooke ve ark, 2000; Duncan
ve Cooke, 2002).

ITS 4+ 285

I-rs ll.li:.lﬂlh-i‘llh-
sEEEsdadEERE ML
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ISR TA R BTG TR AL TT s TECTOCEETTA TTeATATEL

Cu I
Sekil 1.2. Transkripsiyonu yapilmayan bolgeler (White ve ark., 1990)

Yapilmas: planlanan bu tez kapsaminda Ulkemizde ve 06zellikle Dogu
Akdeniz Bdlgesi'nde Phytophthora simptomlarindan kusku duyulan elma, armut,
erik, kayisi, kiraz, seftali ve limon meyve tirlerinde Phytophthora turlerinin neden
oldugu hastaliklar1 teshis etmek ve tirlerin tamsim yapmak igin morfolojik, kilturel
ve molekiler yontemlerin kullanilmas: amaglanmustr.
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2. ONCEKI CALISMALAR

21. Morfolojik Karakterlerine Gore Phytophthora Turlerinin Tamlanmasi

Uzerine Yapilan Calismalar

Erwin ve ark. (1983), bildirdigine gore, De Bary (1876), Phytophthora
infestans1 karakterize eden Ozellikleri sporangiforlarin  dallanma  yapilarina,
sporangiumlardan zoospor olusturulma yada sporangiumlarin ¢im borusu vererek
cimlenmesiyle tanilama ¢alismasi yapmustir. Erwin ve ark. (1983), bildirdigine gore,
Rosenbaum (1917), tamlanan 11 Phytophthora tirinde daha kapsamli calisma
yaparak bu tdrler icin bir tam anahtari yapmaya calismistir. Tam igin temel
karakterleri turleri birbirinden ayrilmasint saglayacak sekilde segmistir. Rosenbaum
(1917), asagidaki temel karakterleri tlrleri birbirinden ayirmak icin kullanmustur.

1. Anteridium ve Oogonium sekilleri
2. Sporangial uzunluk-genislik oram
3. Klamidiosporlarin varlig:

4. Kladimiospor buyukligu

5. Oogonium biyuklugi

6. Oospor buydklagu

Erwin ve ark. (1983), hildirdigine gore, Leonian (1925), ¢esitli izolatlarin
fizyolojisini ve sporangium bigimlerinin konukgudaki etkilerini ¢alismustir. Erwin ve
ark. (1983), bildirdigine gore, Leonian ve Geer (1929), ise normal kosullar altinda
elde edilen sporangiumlarin boyutlarinin degerlerini belirlemislerdir. Leonian (1934),
22 Phytophthora turtnin 101 izolatim incelemis inokulasyon sonrasi patojenite
hari¢ olmak Uzere Tucker (1931), ile aynt kriterleri kullanmistir. Fakat destile su ile
hazirlanan bezelye besiyerinde spor dretimini ve pedisellerin biyumesini, ayrica
farkli konsantrasyonlarda bakir tasi iceren yesil renkli ortamda blytme farkliliklarin
tan anahtarina eklemistir. Klamidiospor, oogonium yada sporangium tretilmesini iyi
bir kriter olarak belirtmistir. Phytophthora'min 22 tarinin belirlenebilecegini kabul
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etmesine ragmen P. infestans, P. cactorum ve Phytophthora palmivora tdrlerini
belirleyememistir. Tucker (1931), Rosenbaum (1917)’a ait olan tam anahtarina ek
olarak yeni kriterler ekleyerek Phytophthora turlerini mikroskobik olarak tamlama
yoluna gitmistir. P. palmivora, Phytophthora parasitica ve P. cactorum'un yam sira
turlerin, alt tdrlerini de igeren 150 izolat belirlemistir. Turlerin ayrim icin en degerli

olarak gordiigli 11 kriterden olusan tani anahtar1 kullanmustir.

Besi ortamlarinda gelisebilme yeteneginde olanlar
Antheridiumlarin tipleri

Esey organlarin varligi

Onemli sicakliklar (6zellikle maksimum ve minimum sicaklik)
Patojenite

Papillalarinin dogal durumu

Klamidiosporlarin varligi

Klamidiospor ve sporangiumlarin miktari

© 0o N o o bk~ w DN

Konukgu dizilerinin saptanmasi
10. Oosprolarin blydklagu
11. Hifsel sigkinlikler

Erwin ve ark. (1983), bildirdigine gore, Waterhouse (1960)'l1 yillara kadar
bircok Phytophthora turtiniin izole edildiginin bu nedenle de diinya genelinde bir tan
anahtar1 yapilmasinin zamam geldigine inanmis ve 43 Phytophthora tirinin ve alt
turlerinin simifint kendisi  tarafindan gelistirilen yontemle belirlemistir. Tarlerin
mikroskobik olarak tanilanmasinda asagidaki 6 temel kriterleri kullanmustir.

1. Sporangium uglar1 (ug kismin uzunlugu ve por genisligi)
2. Toprakta sporangium miktari

3. Sporangiumlarin bitkilerdeki 6zellikleri

4. Sporangiforlarin dallanmasi

5. Antheridium'un ozellikleri

6. Y apay besi ortaminda veya konukguda oosporlarin varligi
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Asagidaki  morfolojik ve fiziksel karakterler ise hassas tirlerin tamsinda
kullanmistir (Waterhouse, 1963: Erwin ve ark. (1983)'den).

7. Sporangiumun ozellikleri

8. Sporangium uzunlugunun genisligine oram

9. Sporangiforlar

10. Hifsel siskinlikler

11. Klamidiosporlarin varligi

12. Oogonium buyuklugu

13. Oogonium duvar desenleri

14. Konukguya 6zellesme durumu

15. Belirleyici sicakliklar (en dustik ve en yiksek gelisme sicakliklari)

Erwin ve ark. (1983), bildirdigine gore, Waterhouse (1963), tarafindan
aciklanan tanm anahtarinin bazi turlerin adlandirilmasindaki karmasiklig: tam olarak
¢cozumleyememesi, papillalara sahip olmayan tirlerin tamisinda yeterli olmamasi
nedeniyle Newhook ve ark (1978), tarafindan kullamilan temel kriterlere 3 yeni kriter
daha eklenmistir.

1-Sporangium uglarinin kalinligi ve por genisligi

2-Sporangiumun hiflerde kaliciligi

3-Antheridiumlarin amphigynous (antheridium oogonium'a ugtan temas
etmesi), paragynous (antheridium, oogonium'a yandan temas etmesi) veya
her iki sekilde olma durumu

Colak (1993), kultirel ve morfolojik Ozellikler esas alinarak, Cukurova
bolgesindeki turuncgil agaclari gévdelerinde olusan zamklanma, kok ve kdk bogazi
curdklaga ve meyvelerde kahverengi ¢clriklik hastaligina neden olan Phytophthora
turlerini saptamaya cgalismistir. Hastalikla bulasik turuncggil agaclarindan ve bahce
topragindan bir yil boyunca farkli zaman araliklarinda izolasyonlar yapmis ve
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bolgede biyik bir yayginhiga sahip olan P. citrophthora tirt ile birlikte, 6zellikle
hava sicakliginin artis1 ile beraber P. nicotianae var. nicotianae, P. cactorum ve P.
palmivora turlerinin  mevcut olduklarim ve bunlarinda potansiyel patojen
olabileceklerini belirtmistir.

Baysal ve Cinar (1998), sera kosularinda Star ruby, Rio red ve Henderson
renkli altintop cesitlerinden zamklanma hastaligi etmeni (P. citrophthora)’ ne karsi
duyarlilig1 saptamak amaci ile yapmis olduklar: galismada, kontrollt kosullar altinda
hastalik etmenini 0.5 cm ¢apli kiltdr diskleri ile bir yasindaki fidanlarin gdvdelerine
yapay inokulasyon ile bulastirmislar ve inokulasyondan bir ay sonra lezyon alanlarini
milimetrik kagit ile dlgmiislerdir. Star ruby cesidinde lezyon alam 221.8 mm?, Rio
red gesidinde 93.6 mm?, Henderson ¢esidinde ise 110 mm? olarak belirlemislerdir.

Nakova (2010), 1998-1999 yillar1 arasinda Bulgaristan’daki meyve
agaclarinda hastaliga neden olan patojenlerin P. citrophthora ve P. cactorum
oldugunu bildirmistir. Bu arastirict 1999’ dan 2009 yilina kadar Phytophthora kok ve
kok bogazi curiklik hastaligimin simptomlarint gozlemleyerek Bulgaristan' daki
bahce ve fidanliklardaki hastalik siddetinin %2 ile %14 arasinda degistigini
belirtmistir. Yaptigi calismada Phytophthora turlerinin morfolojik ve kultdrel
karakteristikleri temel alinarak P. cactorum, P. citrophthora, P. drechderi,
Phytophthora cryptogea tirleri ile Pythium cinsini patojen olarak tamlanmustir.

2.2. Phytophthora Turlerinin Molekiller Tanllanmas Uzerine Yapilan

Calhismalar

Lee ve Taylor (1992), bes Phytophthora tirinin evrimsel akrabaliklarin
ortaya konulmasi icin rDNA baz dizilerini kullanmislardir. Morfolojik ve ekolojik
Ozellikleri dikkate alinarak bu bes tirden doérdintn (P. palmivora, P. megakarya, P.
capsici ve P. citrophthora,) biribiriyle iliskili oldugunu saptamislar, besinci tir olan
P. cinnamomi'yi daha kapsamli calisilarak mitokondrial DNA baz dizi analizleri
sonucunda diger dort tirden farkli oldugunu ortaya koymuslardir. Calisma sonucu
olarak ITS baz dizi analizleri, P. capsici ve P. citrophthora'mn kakao izolatlar

10
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arasinda yakin bir akrabalik, P. palmivora ve P. megakarya'mn ortak bir soydan
geldigine dair veriler elde etmislerdir.

Ristaino ve ark. (1998), bitki patojen cinsi Phytophthora'da trleri belirlemek
icin ribozomal DNA (rDNA)'nin 5.8S geninin ve ITS bolgelerinin baz dizilerini,
ITS5 ve ITSA primer ciftlerini kullanarak PCR ile gogaltmuslardir. Rsal, Mspl ve
Haelll olmak tzere 3 farkli restriksiyon endoniikleaz enzimini RFLP yontemi igin
kullanmiglardir. Seftaliden izole edilen P. capsici, P. citricola, P. infestans, P.
cactorum, P. mirabilis, P. fragariae, P. cinnamomi ve P. megasperma; ahudududan
izole edilen P. palmivora, P. citrophthora, P. erythroseptica, P. cryptogea, P.
megasperma,ve P. sojae turlerinde: Rsal restriksiyon enzimi ile kesilmesinden sonra,
kesilen rDNA parca blyuklikleri calismadaki tUm patojenler icin aym degerde
oldugunu belirlemislerdir. Mspl restriksiyon enzimi ile kesim yapildiginda: P.
capsici, P. citricoladan; P. cactorum ise P. infestans ve P. mirabilisden ayirt
edilmistir. Haelll restriksiyon enzimi ile kesim yapildiginda ise: P. citrophthora, P.
cryptogea‘dan ve P. cinnamomi, P. fragariae ve P. megasperma‘dan ayirt edilmis ve
ahududu'dan elde edilen P. palmivora, P. citrophthora'dan ve P. megasperma, P.
sojae'dan ayirt edilmistir. P. infestans ve P. mirabilis rDNA baz dizileri ile P.
cryptogea ve P. erythroseptica rDNA baz dizileri testlenen tim restriksiyon
enzimleri ile aym biyuklikte rDNA baz dizileri olusturmustur. Kullanilan bu yontem
ile Phytophthora cinsi igerisindeki patojen tdrlerin dogru olarak tamlanmasinda
molekiler yontemlerin 6nemini belirtmiglerdir.

Cooke ve ark. (2000), 50 Phytophthora turt ile Phytophthora ve
Oomycetes' ler arasindaki  filogenetik iliskiyi genomik rDNA'nin ITS baz
dizilimlerine dayanarak yapmus olduklart c¢alismada Phytophthora, Pythium,
Peronospora ve Halophytophthora ile aym grup igerisinde, Saprolegniales takimi
icerisindeki cinslerden farkl: olarak gruplandirilmustir. Arastiricilar Phytophthora'nin
tek bir soydan gelmesinden 6tiri Pythium cinsine benzemedigini bildirmisler ve
Phytophthora cinsine ait funguslari: toplam 10 Clade (aym atadan gelen nesillerin
siniflandirildigr grup) igerisine yerlestirmislerdir. Bu Clade'lerden, Clade 1'den
Clade 8'e kadar olanlar bir kiime igerisinde, Clade 9 ve Clade 10 ise ayr1 ayr1 birer
kiime olusturarak, toplamda 3 kiime olusturmustur. ilk kiime igerisinde bulunan 8

11
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Clade'den ilk 2 Clade sadece papillasiz sporangiumlara sahip turleri igermistir. Diger
6 Clade ise papillali, yar: papillali veya papillasiz tirleri igerdigi bildirilmistir.

Martin ve Tooley (2003), 27 Phytophthora tirtinden elde edilen 51 izolatin
filogenetik akrabaliklar: 568 bg¢ uzunluga sahip sitokrom oksidaz Il (CoxlIl) geninin
baz dizilerinin yam sira 13 Phytophthora tirinde evrimsel akrabaligi 1299 bg
uzunlugundaki sitokrom oksidaz | (Coxl) geni ile belirlemislerdir. 18 Phytophthora
tirind 7 Clade'de gruplandirmiglar, 9 Phytophthora tirdnt ise herhangi bir Clade
icerisine yerlestirememislerdir. Phytophthora CoxIl genine ait soy agaclari
kullanilarak belirlenen Phytophthora tirleri; morfoloji, patojenite, konukgu dizini ve
optimum sicaklik yoniunden belirlenen Phytophthora tirleri ile  herhangi bir
benzerlik gostermemistir. Coxl gen soy agaclarina sahip Phytophthora turleri ise; 13
Phytophthora ttrinin 10'nunu 3 Clade icerisinde olacak sekilde gruplandirmisglardir.
CoxIl genine sahip Phytophthora soy agaglarinda gozlemlenen akrabalik, ITS baz
dizi analizleri yapilan 6rneklerle benzer olarak bulmuslardir. ITS ve Coxll baz dizi
analizlerinin birlestirilen veri setleri ile ITS baz dizilerinin tek basina kullamlimasi
sonucunda elde edilen sonuglarin farkli olmadigi ancak homojenite test sonuglarinin
birlestirilen bu veri setleri ile saptanabilecegini bildirmislerdir.

Appiah ve ark. (2004), kakaolarda meyve ¢urikligtine, govde kanserlerine ve
yaprak yaniklhigina neden olan dort Phytophthora tirinin ITS-RFLP DNA
bantlarinin baz dizi analizlerini yapmuslardir. Dort Phytophthora tirinin iki farkl:
gruptan meydana geldigini ve bu gruplardan birini P. capsici ve P. citrophthora;
digerini ise P. palmivora ve P. megakarya’ nin olusturdugunu bildirmislerdir.

Martin ve Tooley (2005), hastalikli bitki doklarindan P. ramorum ve diger
Phytophthora tirlerini belirlemede tire 6zgu primer gelistirmek icin real-time PCR,
Phytophthora izolatlarim tir bazinda tamlamak igin ise Cox | ve Cox Il gen
kumelerini kullanarak RFLP analizleri yapmiglardir.

Camele ve ark. (2005), Giiney Italya da meyve ve sebzelerde patojen olan
Phytophthora turlerini belirlemek amaci ile rDNA baz dizilerinin RFLP sini yaparak
karakterizasyon calismast yapmuslardir. Calisma sonuncunda, kabaklarda
Phytophthora kok clriklugt hastaligimin Giiney Italya igin yeni bir hastalik
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oldugunu ve Phytophthora tentucalata’mn gerbera bitkilerinde kok ve goévde
cUrdkligine neden oldugu ilk kez bu calismaiile rapor edilmistir.

Villa ve ark. (2006), dokuz Phytophthora turinin 17 izolat 6rnegi ve 39
Pythium ttrdntn 58 izolat 6rneginin, intra ve intergenetik akrabaliklarim arastirmak
icin U¢c genomik bolgenin baz dizi analizlerini yapmslardir. Trankripsiyonu
yapilmayan bolgelere (ITS1 ve ITS2) ek olarak rDNA’nin 5.8S genini ITS1 ve ITSA
primer ciftini kullanarak PCR ile cogaltmslardir. Diger taraftan 563 bg
uzunlugundaki sitokrom oksidaz Il (Cox I1) genini Pythium icin FM66 ve FM58,
Phytophthora icin FM75 ve FM78 primer ciftleri kullamlarak baz dizi analizlerini
gerceklestirmiglerdir. B-tubulin geninin 658 b¢ uzunlugundaki DNA pargasin: ileri
primer BT5, geri primer BT6 kullanilarak gogaltrmislardir. Bu Gig DNA bdlgesinin
filogenetik analizleri sonucunda, sporangial morfolojiyi yansitan, dort blyuk clade
ortaya cikarmuslardir. Clade 1: kamcilar1 bulunan loblu sporangium Ureten Pythium
izolatlarini; Clade 2: kiresel zoosporangiumlar ve kuresel hif siskinlikleri gorilen
Pythium izolatlarin;; Clade 3: papillal, yaripapillali ve papillasiz turleri igeren
Phytophthora izolatlarimi igermektedir. Clade 4 ise Phytophthora cinsinde gozlenen
papillali sporangiumlara benzer sekilde altkiresel sporangium olusturan Pythium
tirlerinden olugsmustur. Bu nedenle birgok tdrin (Pythium undulata, Pythium
helicoides, Pythium ostracodes, Pythium oedochilum ve Pythium vexans) Pythium ve
Phytophthora’ nin evrim gizgisinde ortada bulundugunu bildirmislerdir.

Schena ve Cooke (2006), mitokondrial DNA (mt-1GS)'nin dort farkl: bolgesi,
rDNA'min intergenetik bolgesinin (rDNA-IGS) belirli bir pargcast ve RAS protein
genini (Yptl) kullanilarak orman agaglarinda patojen olan 31 Phytophthora turinin
baz dizi analizlerini yapmiglardir. RAS protein genlerinin intronlari polimorfik
bulunmus olup, Phytophthora turlerinin ¢ogu icin molekuler markorler gelistirmede
ve elde edilen bu markdrlerin yeterince polimorfizm saglayacagim bildirmislerdir.

Kunta ve ark. (2007), Teksas in asag1 Rio Grande vadisindeki turuncgillerde
sakizlama, kok ve meyve ¢lrikligune neden olan Phytophthora tirlerini belirlemek
icin ilk kez molekuler yontemleri kullanmuglardir. Turuncgillerin kok ve toprak
orneklerinden izole ettikleri 22 Phytophthora izolatimi kullanarak polimeraz PCR
vasitasiyla karakterizasyon calismalar1 yapmuslardir. PCR'nin ilk turunda Ph2 ve
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ITS4 primerleri 700 bg uzunlugunda bir parga olusturulmustur. Primer Pn5B-Pn6 ve
Pc2B-Pc7 sirasiyla P. nicotianae ve P. citrophthora icin yiksek oranda 6zellesme
saglamis ve primer Pn5B-Pn6 ile 120 baz cifti uzunlugunda bir parcay: oldukca
hassas Nested PCR ile Uretmiglerdir. Primer Pc2B-Pc7'nin ise c¢ogaltimin
gerceklestirememisler ve cogaltim gerceklestirilen parcamin baz dizilimi P,
nicotianae’ min gen bankasindaki baz dizilimleri ile %100 benzer olarak bulmuslardir.
Yapilan molekiler analizler sonucunda Teksas'in Asagi Rio Grande vadisindeki
turuncgillerde en 6nemli Phytophthora turt olarak P. nicotianae’'mn oldugunu
belirlemiglerdir.

Gally ve ark. (2007), Arjantin'de soya fasulyelerinde kok ve govde
clrdkligine neden olan Phytophthora sojae'ya ait 32 Phytophthora izolati
Arjantin'in farkli cografik bolgelerinden toplamislar ve bu izolatlar arasindaki
genetik cesitlilik Tesadufi Cogaltilmig Polimorfik DNA (RAPD) markorleri ile
ortaya koymaya calismiglardir. DNA, 20 dekanikleotid primer ile cogaltilms, 7
primer 49 parca cogaltilarak bunlardan 35'inde polimorfizm gortlmustir. RAPD
analizleri ile, aym cografik bolge icerisinden izole edilen izolatlar arasinda tr ici
degiskenligin bulunabilecegini ortaya ¢ikarmiglardr.

Blair ve ark. (2008), filogenetik calismalarda genom, ve diger baz dizi
analizlerinde, 225'ten daha fazla genetik markor kullanarak ortaya cikarmaya
calismislardir. Seksen iki Phytophthora tiriinde en 6énemli 7 lokusu (yaklasik 8700
nikleotid) kullanarak genis bir cins filogenetigi calismislar ve ¢alisma sonucu, daha
Oonceden 10 Clade icerisine yerlestirilmis Phytophthora cinsinin  bdlumlerini
dogrulamustur.

Burgess ve ak. (2009), Bati Avustralyamn dogal ormanlarinda
Phytophthora’mn neden oldugu geriye 6lim hastaliginin yayilim durumunu ortaya
koymak icin 30 yillik cesitli toprak ve kok orneklerini Phytophthora cinnamomi
acisindan incelemislerdir. Bu etmene ek olarak hastaliga neden olan P. citricola, P.
megasperma, P. cryptogea, P. drechderi, P. nicotianae ve P. boehmeria olmak Uzere
alti Phytophthora tlrinii daha patojen olarak tespit etmislerdir. Son yillarda
morfolojik olarak birbirine benzer bircok Phytophthora tirld bulunmustur. Bati
Avustralya’ da yapilan calismada morfolojik olarak bu trlerin tanilanmasinin zor
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olmasindan dolay:r bu turlerin molekiler yontemlerle tanilanmaya calisilmistir.
Toplanan 230 Phytophthora izolatimin rDNA gen bdlgesindeki I TS baz dizi analizleri
ile tammlanamayan ve var olan P. inundata, P. asparagi, P. taxon PgChlamydo, P.
taxon personii ve P. taxon niederhauserii tdrlerinin baz dizi analizlerini
karsilastrmali olarak yapmuslardir. Filogenetik calismalar sonucunda dokuz yeni
tammlanmamus bolim oldugunu ortaya cikarmuslardir. Bu yeni taksalardan bazilari
morfolojik olarak P. citricola, P. drechderi ve P. megasperma tirlerinden ayirt
edememislerdir. Benzer morfolojiye sahip tirlerin (P.sp.4 ve P. citricola) baz dizileri
arasinda oldukga yakin bir iliski bulunurken, yeni taksalardan P.sp.3 ve P.gp.4’lin
rDNA baz dizileri, morfolojik olarak benzer turler olan sirasiyla P. drechderi ve P.
megasperma arasinda yakin bir iligkinin bulunmadig: yapilan filogenetik analizlerle
ortaya gikarilmislardir. Filogenetik analizler sonucunda morfolojik olarak birbirine
benzeyen pek ¢ok izolatin birbirinden farkl: tirler olabilecegini belirlemislerdir.

Hurtado-Gonzales ve ark. (2009), Peru ve Tawan'da yenidinyalar:
hastalandiran P. nicotianae X P. cactorum hibritleri molekiler yontem "Cogaltilmis
DNA Pargalarinin Uzunluk Polimorfizmi* (AFLP) markorleri ile karakterize
etmislerdir. 1995 yilinda toplanan iki Taiwan izolatinda yaklasik %501k bir
polimorfizm gozlemlenirken, 2002, 2003 ve 2007 yillarinda toplanan bes Peru
izolatinda herhangi bir polimorfizm g6zlemleyememislerdir. Klonlanmis ITS
bdlgelerinin baz dizilimleri P. nicotianae %99, P. cactorum da ise %97 gibi yuksek
oranda homologluk gostermislerdir. Pheca geninin baz dizilim analizleri ile hem P.
nicotianae hem de P. cactorum genlerinin var oldugunu destekleyen 13 heterozigot
bolge belirlemislerdir. Cox | analizleri ile tim 7 Phytophthora hibritinin P.
nicotianae'nin mitokondrial DNA'sindan geldigini ortaya ¢ikarmiglardir. Bu galisma
sonucunda Peru'dan elde edilen Phytophthora turdntn tek bir hibridizasyondan
turemis olabilecegini, Taiwan'dan elde edilen iki izolatin farkli hibridizasyonlar
sonucunda ortaya ¢iktig: saptanmustir.

Mostowfizadeh-Ghalamfarsa ve ak. (2010), P. cryptogea ve P.
drechderi'nin taksonomisi ve filogenetigini yeniden ele almak icin kardes
taksonlarin ve P. erythroseptica’ min da iginde bulundugu 117 izolatin niklear DNA
(ITS ve B-tubulin) ve mitokondrial (Cox I) genlerin baz dizilerini caligmislardir. P.
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cryptogea ve P. drechderi'nin P. erythrosepticadan farkl:i tirler oldugu, P.
erythroseptica’'min taksonomik durumunun tam olarak ortaya konulmasi igin daha
fazlaizolata ve veriye ihtiyag oldugunu bildirmiglerdir.

Akilli1 ve ark. (2011), Turkiye'de Rize ilindeki kivilerde zayif blyime,
yapraklarda renk degisimi ve geriye Olum belirtileri gosteren agaglarin nekrotik
koklerinden Phytophthora tiri izole ettiklerini ve patojenin morfolojik 6zelliklerinin
yan sira I TS bolgelerinin karsilastirilmas: sonucu hastaliga neden olan patojenin P.
citrophthora oldugunu bildirmislerdir.

Kurbetli ve Degirmenci (2011), badem orneklerini Ankara, Dulzce, ve
Kayseri; elma orneklerini ise Isparta, Karaman ve Nigde illerindeki bahcelerden
toplayarak hem bitki dokusundan hem de topraktan tuzaklama yontemiyle
Phytophthora turlerini izole etmislerdir. P. citrophthora’'yr badem 6rneklerinden
elde edilen en yaygin tir olarak saptamuslardir. Belirlenen diger tirler ise P.
cactorum ve P. taxon niederhauserii olmustur. EIma 6rneklerinden elde edilen en
yaygin tir P. cactorum, diger trler ise P. citricola, P. cryptogea, P. drechderi, P.
megasperma ve P. rosacearum olmustur. Phytophthora tirleri icin genel ITS
primerleri (ITS1, ITS2) ve P. cactoruma 0zel primerler (PC1, PC2) kullanilarak
PCR caligmalarint yurttmislerdir.
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3. MATERYAL VEMETOD

3.1. Materyal

Calisma 2009-2012 yillarn arasinda Cukurova Universitesi, Ziraat
Fakiltesi, Bitki Koruma Bolumi, Fitopatoloji Anabilim Dali, Biyoteknoloji
laboratuarinda gerceklestirilmistir.

Calisma Adana da Seyhan, Y Uregir, Karatas, Cukurova, Saricam, Ceyhan,
Misis ve Pozant1 (Sekil 3.1); Mersin’de ise Tarsus ve Akdeniz ilcelerinin merkez
ve koylerinde yumusak ve sert cekirdekli meyve agaclarindan (Elma, 33; Seftali,
17; Kayisy, 23; Erik, 9; Kiraz, 7; Armut, 4; Limon, 3) toplam 96 bitkinin hastalikli
bitki dokular1 ve toprak 6rnekleri alinarak calisma yurittlmuistr (Sekil 3.2).

Sekil 3.1. Pozanti, Adana(A) ve Y Uregir, Adana (B)'da a bahcelerinde sirasiyla
gelismede gerileme ve kuruma gosteren agaclar

Literatiirde Phytophthora turlerinin saptandig: bildirilen yumusak ve sert
cekirdekli meyvelerden srrasiyla elma (Malus pumila Mill.), armut (Pyrus
communis L.), limon(Citrus limon L.), kayist (Prunus armeniaca L.), erik (Prunus
domestica L.), seftali (Prunus persica (L.) Batsch) ve kiraz (Prunus avium L.)
meyve turlerine 6ncelik verilmistir. Phytophthora izolatlarimin morfolojik ve
kiltirel oOzelliklerine gore tamlama calismalarinda farkli besi  ortamlari,
antibiyotikler ve fungusitler kullamlmustir.
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Sekil 3.2. Tarsus, Mersin (A), Akdeniz, Mersin (B) ve Saricam, Adana (C)'da
sirastyla kayisi, seftali ve limon agaclarinin tag ve govdelerinde
solma, zamk akintisi ve kabuk kavlama simptomlari

Molekller analiz icin PCR calismalarinda kullamlan DNeasy bitki Kiti
(Qiagen, U.S.A.), ITS2 (5-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3), ITS3 (5-GCATC
GATGAAGAACGCAGC-3), ITSA (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) ve
ITS5 (5-GGAAGTAAAGTCGTAACAAGG-3) primerleri tim tdrlerin PCR
analizinde kullanilmustir. ITS5 ve ITS4 ile elde edilen DNA bantlari, QIAquik jel
ekstraksiyon kiti (Qiagen, U.S.A.), ile saflastirildiktan sonra Mspl ve Haelll
restriksiyon endontikleaz enzimleri (RE) ile kesilerek izolatlar dolayis: ile de
tirler arasindaki farklilik DNA polimorfizmi ile de gosterilmistir (Ristaino ve
ark., 1998).
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3.2. Metod

3.2.1. Orneklerin Alinmas ve Saklanmas

Hastalik etmeni ile bulasik oldugu stphe edilen agaclardan Ornek alma
islemine 2010 yilimin Subat ay1 igerisinde baslanmis olup, 2012 yilimin Kasim
ayina kadar devam edilmistir. Phytophthora tirlerinin sucul patojen olmalarindan
dalayr survey cikiglarinda hastalik simptomlarini daha iyi gozlemlemek bilmek
icin Ozellikle ilkbahar ve sonbaharda yagmurlarin yagmasi beklenmis ve 3-4 giin
sonra arazi Gikislarr gergeklestirilmistir. Hastalik etmeni ile bulagik oldugundan
sUphe edilen bahcelerdeki hasta agaclar belirlendikten sonra, 5 aga¢c Ornegi
alinmak Uzere secilmis ve kodlanarak gerekirse tekrar ornek almak igin yerleri
kayit edilmistir Cizelge 3.1'de gorilecegi Uzere meyve agaclarinda, gelismede
gerileme, solma, kuruma, kok bogazi ve gbvdelerinde yara ve zamklanma gibi
belirtiler gbsteren bitkilerin tird, anaglari ve alindiklar1 bolgeler belirlenmistir.
Y apilan surveylerde Cizelde 3.1'de gorulecegi Gizere meyve agaglarinin anaglar
belirlenmis ve 15-20 yillik bahgelerdeki anaglarin ¢ogir, 2-4  yillik bahgelerdeki
anaglarin ise M9, M106, Myrabolan 29C ve GF-677 oldugu gbzlemlenmistir.
Phytophthora cinsine ait tidrlerin neden oldugu hastaliklarin karakteristik
simptomlarint gosteren agaclardan kok, kok bogazi ve gbvdelerinden bistiri
yarchm ile hastalikli ve saglikli kisim bir arada olacak sekilde bitki doku drnekleri
alinmigtir. Kok ornekleri alinirken kokin birkag farkli bolgesinden olmak Uzere
sacak kokler ve 1.0-5.0 cm c¢apindaki kokler alinmaya calisiimistir. Hastalikla
bulasik topraktan Phytophthora tirlerini izole etmek icin ise; tag izdUstimi
icerisinde yaklasik 5 cm'lik toprak ylzeyi temizlendikten sonra 20-25 cm’lik
derinlikten kok pargalarimin da iginde bulundugu toprak Ornekleri alinarak
polietilen torbalar icerisine konulup etiketlendikten sonra laboratuara getirilmistir.
Laboratuara getirilen stipheli bitki doku ornekleri mimkin oldugu kadar kisa
sirede degerlendirilmeye alinmis ve toprak Ornekleri de kisa sire igerisinde
izolasyon yapilincaya kadar +4 °C'de buzdolabinda saklanmustir.
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Cizelge 3.1.

Hastalik etmeni ile bulasik oldugundan stiphe edilen meyve
agaclarimin survey yapildigi alanlar ve meyve tirleri

Ornek Alinan Bolgeler

Ornekleme Yapilan Bitki

i iice Koy/Semt Turi Anaci
Elma M9
Cukurova Gokkuyu Seftali GF-677
Erik Myrabolan 29C
Seyhan Biyiik Dikili Seftali | GF-677
Yiiregir Yamagl Elma M9
Ali Hocall Erik Myrabolan 29C
Limon Turung
Saricam Balcali Elma M9
Nektarin | GF-677
Karatas Merkez Kayisi Myrabolan 29C
Adana Erik Myrabolan 29C
Elma cogir, M9, MM106
Kiraz cogur
Kamisli Kayisi cogur
Armut cogur
Seftali cogur
Pozant Elma MM106, Cogur
Alpu Kiraz cogiir
Armut cogur
Elma M9, MM106
Findikh Kiraz Cogur
Armut cogur
Yenice Seftali GF-677
Armut cogur
Yunusoglu Kayisi Myrabolan 29C
Esenler Erik Myrabolan 29C
Mersin Tarsus Ozliice Seftali | GF-677
Kayisi Myrabolan 29C
Hacl Bozan Erik Myrabolan 29C
Seftali GF-677
Nektarin | GF-677
Akdeniz Pug Seftali GF-677
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3.2.2. Hastahkh Kok, Govde ve Meyve Dokularindan Phytophthora

Turlerinin Izolasyonunda K ullamlan Bes Ortamlari

Doku orneklerinden izolasyon calismalarinda; standart besin ortamu
Patates Dekstroz Agar (PDA) ve Colak (1993), bildirdigine gbre, Mitchell ve
Zentmyer (1986)'den alinan PVP ortami, Timmer ve ark. (1988), tarafindan
degistirilen PARPH secici agar ortami, Phytophthora cinsi funguslarin
izolasyonunda kullamlmistir. PDA besi ortam litreye 100 mg streptomicin ilave
edilerek izolasyon calismalarinda kullamlmstir.

Secici besi ortami PARPH, 17 g/L difco cornmeal agar (Sigma) icerisine
200 mg vancomycin, 100 mg PCNB ve 50 mg hymexazol karstirilarak
hazirlanmistir.  Ancak vancomycin c¢ok pahali oldugu ve yiksek dozda
kullanilmasi sebebiyle, temin edilemedigi icin bunun yerine 10 mg rifampicin ve
250 mg ampicillin antibiyotikleri bakteri gelisimini engellemede, 50 mg
hymexazol toprak ve kok izolasyonlarinda Pythium tirlerini inhibe edemedigi igin
miktar1 100 mg/L’ye cikartilarak kullamlmustir. Ayrica Fusarium tirlerinin
engellenmesi icin de 100 mg/L benomyl kullamlarak PARPH secici besi ortam

hazirlanmustir.

3.2.2.1. Patates Dekstroz Agar (PDA) Bes Ortam

Kabuklar1 soyulan patates yumrular1 kiglk parcalara ayrilarak 200 g
olacak sekilde hassas terazide tartimi yapilmis ve bir litre destile su iceren bir
tencere icerisinde patates parcaciklar: da eklenerek yaklasik 30 dakika siiresince
kaynatilmistir.  Kiglk parcalara ayrilmis patates parcaciklart istenilen
yumusakliga geldiginde 2 kat ince tilbentten stizilerek bir litrelik mezur igerisine
konularak destile su ile hacmi bir litreye tamamlanmistir. Hazirlanan bir litre
patates suyu otoklav edilebilir erlen mayer veya cam siselere aktarildiktan sonra
patates suyu icerisine 20 g/L glikoz (Merck) ve 15 g/L agar (Merck) ilave edilmis
ve 121°C sicaklikta 20 dakika, 1 atm. basingta otoklavda sterilizasyon yapil mustir.
Otoklav edilmis PDA 55-60 °C’ye kadar sogutulduktan sonra besi ortam icerisine
bakteri gelisimini engellemek filtreden (0.2 um) gegirilerek soguk sterilize edilmis
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streptomicin (100 mg/L) eklenerek ortam 9 - 10 cm ¢apindaki cam ve steril plastik
petrilere dokulmustur (Booth, 1971).

3.2.2.2. PARPH Agar Segici Bes Ortam

17 g difco cornmeal agar 1 L destile suda bes dakika kaynatildiktan sonra
1 L’lik ol¢t silindirine konularak, hacimde eksilme var ise destile su ile 1 L'ye
tamamlanip otoklav edilebilir 250 ml’lik kapakli siselere paylastirildiktan sonra
121°C sicaklikta 1 atm. basingta 20 dakika otoklav edildikten sonra 55 - 60°C’ lik
su banyosunda bir saat kadar tutulmus ve bu slre igerisinde antibiyotik
slispansiyonu hazirlanarak, 10 ml steril destile suya adi gegen antimikrobial
maddeler, belirtilen miktarlarda eklenerek iyice karistirilmistir. Daha sonra
antibiyotik slispansiyonu 55°C sicakliga kadar sogutulmus ortama eklenip ve hig
bekletilmeden 9 - 10 cm ¢apl steril plastik ve cam petri kaplarina dokulmustir
(Colak, 1993).

3.2.3. Hastahkh Kok, Govde ve Meyve Dokularindan Phytophthora

Tirlerinin Izolasyonu

Phytophthora turleri ile infekteli oldugu veya olabileceginden stiphe edilen
hastalikl1 bitki 6rneklerinin kabuk ve odun dokularimin kenarlarindan, yarisi hasta
yarisi saglam dokudan olacak sekilde 5-10 mm uzunlugunda ve genisliginde, 2-3
mm kalinhiginda parcalar kesilmistir. Kesilen bu doku parcalari, yilzey
dezenfeksiyonu igin hazirlanan %70'lik etil alkolde 10-15 saniye bekletildikten
sonra birer dakika olmak Uzere iki kez steril suda durulanmustir. %1'lik
NaOHCl'de 2 dak. yuzey dezenfeksiyonu yapildiktan sonra, 3 kez steril sudan
gegirilip, steril kurutma kagitlarinda kurutulduktan sonra ekimleri yapilmistr,
Phytophthora tirleri icin segici olan PARPH ortamina ise ytizey dezenfeksiyonu
yapilmadan direkt ekim yapilmistir.

Meyve orneklerinden yapilacak izolasyonlarda hastalikli meyvelerden,
steril bir pens ile alinan doku ve tohumlar direk olarak PDA ortamina ekilmistir.
Kok ve kok bogazindan alinan drnekler, hafif akan ¢esme suyu altinda bir siire
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bekletilerek toprak kalintilar1 giderildikten sonra PARPH ortamina ekimi
yapilmistir. Petriler  biyoteknoloji klima odasinda 24+2°C'de 3-4 gun inkibe
edilerek etmenin gelisimi gozlenerek gelisen kolonilerden en gencleri segilip bir
mantar delici yardimi ile parcalar alinmis ve PDA ortamina saflastirmalari
yapilarak kok izolatlar1 elde edilmistir. Daha sonra saf olarak elde edilen koloniler
PDA igeren egik ortamlara alinarak daha sonraki galismalarda kullamlmak tzere
+4°C’ deki buzdolabinda saklanmustir.

3.2.4. Topraktan Patojenin izolasyonu

Patojenin topraktan izolasyon calismalarinda agaclarda solma, kuruma ve
agac gOvdelerinde yara veya zamk akintisi bulunan meyve bahgelerinden
toplamda 25 toprak ornegi alinmistir. Adana (Pozanti ve Ydiregir) ve Mersin
(Tarsus ve Akdeniz) ilcelerinden, sirasiyla 15 ve 10 toprak oOrnegi alinmustir.
Laboratuara getirilen toprak ornekleri iyi bir sekilde karistirildiktan sonra, 250
cm® Ik toprak 3mm'lik elekten gegirilerek tas, cakil, bitki artiklar1 gibi kaba
materyallerden uzaklastirilmistir (Sekil 3.3A). Otoklav edilen PDA ortamindan
oda kosullarinda 55-60°C’ lik sicakliga kadar sogutulup, 10 g hastalik ile bulasik
oldugundan stiphe edilen toprak ornegi, icerisinde 90 ml steril su bulunan 250
ml'lik bir erlene alinarak 120 rpm’'de karistiricida 5 dakika karistirilmustir (Sekil
3.3.B ve D). Steril bir pipet yardimi ile karisgtmdan 1 ml alinarak, 6nce 1/100 ve
sonra 1/1000 oranlarinda seyreltilmistir (Sekil 3.3.C). Her seyreltme asamasindan
sonra tuplere alinan toprak su stispansiyonu vortekste 30 saniye karistirilmistir
(Sekil 3.3D). Sonra60°C'lik sicak su banyosunda 2 saat bekletilen 90 mi’lik PDA
ortami igerisine litreye 50 mg olacak sekilde Rose Bengal (Sigma) ilave
edilmistir. Rose Bengal ilave edilmis 90 ml’lik PDA igerisine, 1/1000 oraninda
seyreltilen 10 ml hacmindeki stispansiyon ilave edilip hazirlanan ortam 9-10 cm
capindaki steril plastik ve cam petrilere 15-20 ml olacak sekilde dokulUp petriler
25+2°C' de 48 saat inkiibe edilmistir (Sekil 3.3E). Inkiibasyondan sonra petrilerin
ylzeyinde gelisen Phytophthora tirlerine ait kolonilerden standart besi ortamu
PDA'da saflastirilmaya gidilerek toprak izolatlar: elde edilmeye calisilmustir.
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Sekil 3.3. Phytophthora turleri ile bulas1k topraktan patojenin izolasyonu. (A)
elekten gecirilmis toprak ©6rneginin tartim, (B) toprak ve su
suispansiyonunun hazirlanisi, (C) 1/100 ve 1/1000 oraninda hazirlanan
seyreltme serisi, (D) 1/100 oraminda seyreltilmis toprak - su
stispansiyonunun vorteks ile karistiriimasi, (E) rose bengal ve 1/1000
oramnda seyreltilmis toprak ve su stispansiyonu ile karistirilmis PDA
ortamimin petrilere dokilmesi

Toprak izolasyonunda kullanilan diger bir yontem ise direkt inokulasyon
yontemidir. Bu yontemde araziden getirilen toprak ornegi bir kagit tzerine serilip
yayillarak oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Topragin nemliligi gegtikten
sonra bir kisim toprak amarak 3 mm'’lik elekten gecirilerek elenmistir. Elde
edilen bu ornekten 15-20 mg olacak sekilde 20 ml PARPH besiyeri iceren

petrilerin Gzerine bir pens yardim ile toprak parcaciklar: yerlestirilerek 24—

25°C’de inkUbasyona birakilan petrilerden 3 glin sonra toprak parcaciklarinin

etrafinda 1sinsal olarak gelisen kolonilerden PDA ortamina saflastirmalar
yapilmistir.

Phytophthora ttrlerinin izolasyonu sirasinda bakteri ve Pythium cinsine ait
funguslar ile bulasiklik sorunu ile karsilagilmistir. Bu amag ile kdltrleri

bakterilerden arindirmak icin cefotaxime ampicillin, rifampicin ve streptomycin
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antibiyotiklerini iceren PDA besi ortaminda antibiyotiklerin  etkinligi
arastirilmustir. PDA besi ortamu igerisine Pythium turleri igin etkili olan
hymexazol etkili fungusit belirli oranlarda eklenmis ve bu kiltirlerden saf
Phytophthora izolatlar: elde edilmistir.

3.2.5. Elde Edilen Phytophthora Turlerinin Depolanmas

Saf kulturleri elde edilen Phytophthora turleri PDA igeren egik besin
ortamlarinda ve steril su igerisinde +4 °C’de buzdolabinda morfolojik ve
molekuler tamlarinin  yapilmas: igin depolanmistir. Egik PDA ortamlar:
saflastirilan Phytophthora tirleri ile asilandiktan sonra 25 °C’ de karanlikta 7 giin
inkibe edilerek kolonize olmalar1 saglanmis ve sonra +4 °C  sicaklikta

saklanmustir. Ayrica Phytophthora kilttrlerinin hepsi 3-4 ayda bir yenilenmistir.

3.2.6. Patojenite Calismalari

Yumusak ve sert gekirdekli meyve tirlerinden izole edilen Phytophthora
izolatlar1 icin, PDA'da gelisen 10 veya 12 gunlik Phytophthora izolatlari, elma
meyvelerine (Granny Smith) ve anaglara inokule edilmis ve kontrol ic¢in kullanilan
bitkilere sadece PDA besi ortami inokule edilmistir. Patojenite testi icin anaglara
asagidaki islemler uygulanmustir (Sekil 3.4).

Anaglar spor ve misel stspansiyonu bulunan plastik kaplar icerisine
daldirilarak dikimi yapilmistir. Patojenite testinde kullamlacak her bir yumusak ve
sert gekirdekli meyve fidan igin hazirlanan spor ve misel siispansiyonu; 10 cm
capli cam petri icerisindeki PDA ortam Uzerinde gelistirilen 10 ya da 12 gunltk
Phytophthora izolatlarindan 2 petri olacak sekilde hazirlanmustir. Bitkiler 15 gin
sonra tekrar spor ve misel slispasiyonu ile ikinci kez sulanmis ve 27 giin sonra
Uglinct kez tekrar sulanarak inokulasyon gergeklestirilmistir (Erwin ve Ribeiro,
1996).
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Sekil 3.4. TarsugMersin'in Yunusoglu koyundeki kayisi bahgesinden izole edilen
My.K.1 izolatinin Patojenite testi. (A) Phytophthora izolatlarimn spor
ve misel sispansiyonu, (B) 1 yasindaki yumusak ve sert cekirdekli
meyve fidan koklerinin spor ve misel stispansiyonuna daldiriimasi, (C)
meyve fidanlarinin spor ve misel stispansiyonu ile sulanmasi, (D) PDA
Uzerinde gelistirilen 6 mm'lik misel diskinin hem anaca hem de kaleme
inokule edilmesi, (E) inokulasyon alanimin steril suya daldirilmis steril
pamuk, (F) aliminyum folyo ile kapatilmast

Anaclar spor ve misel stispansiyonu ile dikimde; 15 giin sonra ve 27 gin
sonra olmak Uzere toplamda U¢ kez sulanmustir. Anaglar dikimde spor ve misel

stispansiyonuna daldirildiktan sonra bu stispansiyon ile sulanmis, bunu takiben 15

gun sonra ise her anag icin, 6 mm c¢apli bir mantar delici ile anaglarin toprak

seviyesinden 10 cm yukseklikteki bir bdlgeden odun dokusuna zarar vermeden
anaglarin kabuk kismi cikarilarak bu bolgeye PDA (zerinde gelistirilen 10 veya

12 gunlik Phytophthora izolatlarindan aym buyuklukteki mantar delici ile misel

parcalar1 alinarak yerlestirilmistir. Steril pamuk steril su ile nemlendirildikten

sonra inokilasyon alam Uzerine kapatilip, aliminyum folyo ile sarilarak

baglanmustir. Bitkiler 12 glin sonra ise (patojenite testi baslangi¢tan 27. giin sonra)
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tekrar spor ve misel siispansiyonu ile sulanmig ve 60 gin sonra patojenite
acisindan degerlendirmeye gecilmistir.

Kontrol olarak kullanilan anaglar igin, anaglarin kabuk dokusunun odun
dokusundan ayrilan bdlgesinin bos birakilarak steril pamuk ile kapatilip steril suya
daldirildiktan sonra parafilm ile sarilarak baglanmustir. Kontrol igin kullamlan
anaclara dikimden 15 gun sonraki ikinci sulamada ve 27 gin sonraki Uguncl
sulamada spor ve misel slispansiyonu yerine steril su ile tim islemler bire bir
olarak tekrarlanmistir. Yumusak ve sert ¢ekirdekli meyve tirlerinden izole edilen
Phytophthora izolatlarimin patojenite testlerinde kullamlan meyve turleri ve

anaglari Cizelge 3.2."de verilmistir.

Cizelge 3.2. Patojenite testlerinde kullanilan bitkiler

Bitki Turd Kalem Anag
Elma (Malus pumila Mill.) Gala M106
Kayisi (Prunus armeniaca L.) Siper Gold Myrabolan 29C

Seftali [Prunus persica (L.) Batsch] Honey Blush  GF-677
Limon (Citrus limon L.) Mayer Turung (Citrus aurantium L.)

Patojenite testi icin yapilan ikinci calisma Granny Simth elma ¢esidinin
meyveleri kullamlarak yapilmistir (Nakova, 2010). Marketten temin edilen
sagliklt meyveler ilk olarak %70'lik etil alkol ve %5'lik camasir suyu (NaOHCI)
icerisinde sirastyla 1 ve 5 dakika stiresince bekletilmistir. Etil alkolden sonra 2 ve
camasir suyundan sonra 4 kez steril ile meyveler yikanarak, meyvelerin ylzey
dezenfeksiyonu yapilmistir. Y Uzey dezenfeksiyonu yapilanan meyveler steril bir
bistirt ile parcalara bolinmis ve c¢ekirdek evi igerisindeki tohumlara zarar
verilmeden, tohumlar steril kabin icerisinde cikartilmistir (Sekil 3.5). Meyveler
dilim, dairesel dilim ve tam orta kissmdan iki esit parcaya bolinmuUstir. PDA'da
gelistirilen 10 - 12 gunlik Phytophthora izolat kiltirlerinden 6 mm'lik miselyal
diskler alinmis ve zarar verilmeden cikarilan meyve tohumlari bu miselyal
disklere yakin olacak sekilde meyve pargalar1 Gzerine yerlestirilmistir. Tam orta
kisimdan iki esit pargcaya boliinen meyvelerde 6 mm'lik steril bir mantar delici ile

15 mm derinliginde iki delik acilmis ve bu alanlar icerisine yine aym mantar
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delici ile elde edilen Phytophthora izolat kdlturlerinin miselyal diskleri
yerlestirilerek steril petri ve macentalar icerisinde biyoteknoloji klima odalarinda
24+2°C'de karanlik ortamda yedi giin stire ile inkibasyona birakil mistir.

Sekil 3.5. Patojenite testi, Granny Smith elma cesidinin farkli sekillerde parcalara
ayrilarak kullamlmast

Patojenite testlerinde hastalanan bitkilerden re-izolasyon yapilip, elde
edilen kdlturler, inokulum olarak kullamlan kulttrler ile morfolojik ve kdlturel
karakteristiklerine gbre ayrica molekiler tani yontemlerine gore karsilastirilmistir.
Re-izolasyon calismalar1 icin PARPH ve 100 mg/L streptomycin antibiyotigi
iceren PDA ortam kullanilmstir.

3.2.7. Meyve Turlerinde Hastalik Olusturan Phytophthora Cins Funguslarin
Tamlanmas

Toprak, kok, govde ve meyve izolasyonlari sonucu elde edilen

Phytophthora turleri yapilan patojenite testleri sonucunda geri izolasyonlar
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yapildiktan sonra patojen olduklar: saptanan Phytophthora izolatlart morfolojik ve
kilturel karakteristiklerinin yam sira molekiler yontemler kullanilarak tanilama

caligmalar yarutalmastr.

3.2.8. Morfolojik veKiiltiirel Karakteristik Ozelliklerin Belirlenmes igin

Kullanilan Kriterler

Phytophthora tdrlerinin  tamilama calismalarinda mikroskobik olarak
gbzlenen kriterler agisindan Erwin ve ark. (1983) bildirdigine gore, Newhook ve
arkadaglart (1978), tarafindan kullamilan tam anahtar1 Phytophthora tdrlerini
tarilamada kullanilmustar. Tarleri tanilamada kullanilan kriterler;

1. Sporangiumlarin uglar: (Ug kalinlhigimn uzunlugu ve ¢ikis porlarinn
genisligi)

2. Toprakta sporangiumlarin bolluk miktari

3. Sporangiumlarin yapraklarim doken ya da dokmeyen bitkilerdeki
ozellikleri

4. Sporangioforlarin yayilisi

5. Antheridium'un ozellikleri

6. Kulturlerde veya konukguda oosporlarin bulunup bulunmamasi

Asagidaki karakterler ise bazi spesifik turler igin tan anahtarina ilave edilmistir.

7. Sporangiumun 6zellikleri, 6zellikle de maximum uzunluklar

8. Sporangiumlarin uzunlugunun genisliklerine oram /b

9. Sporangioforlar

10. Hifsel sigkinlikler

11. Klamidiosporlarin bulunup bulunmamasi

12. Oogonium boyutu

13. Oogonium duvarindaki sekiller

14. Konukguya 6zellesme durumu

15. Belirleyici sicakliklar (minimum, optimum ve maksimum sicakliklar)
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3.2.9. Morfolojik ve K tiltiirel Karakteristik Ozelliklere Gore Tamilama
Calhismalari

Erwin ve ark. (1983), bildirdigine gore, Newhook ve ark., (1978), tnerdigi
kriterler esas alinarak tanmilama yapilmasi amaglandigindan bu arastiricilar
tarafindan onerilen besi ortamlar1 kullanilmistir. Phytophthora tarleri igin uygun
oldugu literatiirde bildirilen oospor, klamidiospor ve sporangium olusumlarin
tesvik edici farkli ortamlar kullamlmistir (Ribeiro, 1978). Maksimum ve
minimum gelisme sicakliklarint  belirleme calismalarinda ise PDA ortami

kullanlmstur.

3.2.9.1. Phytophthora Turlerinin Oospor Olusumunu Tesvik Edici Ortamlar

a. Maar Unu Agar Bes Ortami (MUA): Ortami hazirlamak igin 179
difco MUA igerisinde 1000ml destile su bulunan erlenmeyerlere konumus ve 1
atm. basingta 121°C sicaklikta 20 dakika otoklav edilmistir.

b. Kenevir Tohumu Agar Bes Ortam (KTA)

Ortamu hazirlamak i¢cin 100g kenevir tohumu havan ve havan eli
yarchmiyla kiicik parcalara ayrildiktan sonra, 1000 ml destile su icinde 30 dakika
kaynatilmigtir. 2 kat tulbentten stizildukten sonra hacimdeki azalma tekrardan
1000 ml tamamlandiktan sonra 20 g agar ilave edilip erlen mayerlere konularak 1
atm. basingta 121°C sicaklikta 20 dak. otoklav edilmistir (Ribeiro, 1978).

c. Modifiye Havug Agar Bes Ortamu (MHA):  Ortami hazirlamak igin
200 g soyulup, dilimlenmis havu¢ 500 ml destile su icerisinde 30 dakika
kaynatildiktan sonra mikserde parcalanmis ve 4 kat tulbentten stiziilerek suyu
cikartilmistir. Destile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlandiktan sonra 15 g agar
eklenmistir. Elde edilen 1000 ml'lik besi ortami, 250 ml'lik erlen mayerlere, 200
ml besi ortamu konulup esit miktarda bolinmis ve 1 atm. basingta 121°C
sicaklikta 20 dak. otoklav edilmistir (Ribeiro, 1978)..
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Phytophthora turlerinin oospor yapip yapmadiklarim saptamak icin, bu
ortamlar Phytophthora tdrlerinin oospor olusturmasi igin karanliga ihtiyag
duymalar: nedeniyle (Riberio, 1978) 20°C sicaklikta ve karanlikta 2 ay sire ile
inkube edilmistir. Bu sire igerisinde petrilerdeki kiltirlerden preparatlar yapilmis
ve 15. gin, 30.gin, 45. gin ve 60. gunlerde 151k mikroskobunun 10X ve 40X
blylltmesinde incelenerek oospor olusturup olusturmadiklar: kontrol edilmistir
(Savage ve ark, 1968).

3.2.9.2. Phytophthora Turlerinin Sporangium Olusumu, Sporangium ve Hif
Karakteristiklerinin Saptanmas

Sporangium olusumu ile hif karakteristiklerini saptamak icin Phytophthora
turleri difco MUA'da 26+2°C’ de karanlikta gelistirilmistir. Altt mm ¢apli miselyal
diskler alinarak steril destile su, steril toprak ekstrakti ve Schmitthenners tuz
solisyonu hazirlanmistir (Ribeiro, 1978). Tuz sollsyonunun hazirlanmasinda
kullanilan  kimyasallar Cizelge 3.3'de verilmistir. Kilttrler oda kosullarinda
gunduzleri guines 1s1g1nda, geceleri karanlikta inktbe edilip, sporangium olusumu
yoninden incelenmistir. Steril toprak ekstrakt: elde etmek icin tarim dis1 araziden
15 g kumlu killi toprak ainarak 1 L destile su icinde stispansiyon yapip 24 saat
bekletildikten sonra 4 kat tulbentten siizilmis ve daha sonra bu ekstrakt 1 am.
basingta 121°C sicaklikta 20 dak. otoklav edilmistir. (Mircetich ve Matheron,

1976). Ayrica ayn kultdrlerden hif siskinliklerinin olusumu incelenmistir.
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Cizelge 3.3. Schmitthenners tuz sollisyon icerigi

Soliisyon A

Destile Su 950 ml
KH,PO, 0.075¢g
K,;HPO, 0.075¢g
MgS0,.7H,0 0.05¢
ZnS0O, 7H,0 0.0022 g
FeSO,7H,0 0.0005 g
MnCl,.4H,0 0.000035 g
Soliisyon B

Destile Su 50 ml
Ca(NO3)2.2HZO 0.1 g

3.2.9.3. Phytophthora Tdurlerinin Klamidiospor Olusumunu Tesvik Edici
Ortam ve Karakteristiklerinin Saptanmas

Klamidiospor yapiminin uyariimasi ve karakteristiklerinin saptanmasi igin
yulaf unu agar (YUA) besi ortamu kullanmlmistir. Besi ortami hazirlamak icin 75 g
yulaf unu 600 ml destile su icerisinde 30 dakika isitilarak, 2 kat tilbentten
stiztlUp, hacim destile su ile 1000 ml’ye tamamlanmustir. Otoklav edilebilir sisede
1 litre ortama 20 g agar ilave edilerek 1 atm. basingta 121°C sicaklikta 20 dak.
otoklav edilmistir. Phytophthora izolatlarinin miselli PDA diskleri hazirlanan
YUA ortamu Uzerine konulduktan sonra 24+2°C sicaklikta ve karanlikta bir hafta
inktibe edilip ve daha sonra 12°C sicaklikta bir hafta daha inkiibe edilmistir
(Satour ve Butler, 1967: Riberio 1978'den). Bu sire sonunda klamidiospor
olusturan izolatlar icin su preparatlart hazirlanarak 1s1tk mikroskobu ile resimleri
cekilmistir.
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3.29.4. Agar Ortamm Uzerinde Phytophthora Turlerinin Olusturdugu

Desenler

Phytophthora koloni morfolojisi hiflerin bliyiime ve dallanma desenleri ile
belirlenir. Erwin ve ark. (1983), bildirdiklerine gore, Ho (1978), Miselyum
desenlerinin olusumunun besi ortamlarina bagl: oldugunu bildirmistir. Ayirt edici
desenler; MHA, MUA ve PDA besi ortamlarinda olusturulabilir (Waterhouse ve
ark., 1983). Literatirde baz1 Phytophthora turlerinin besi ortamlarinda; 1sinsal,
krizantemi, gul, kamelya, homojen ve yildiz (dellate) koloni desenlerini
olusturduklart bildirilmistir. (Waterhouse ve ark., 1983).

3.2.10. Farkh Kultdr Ortamlarimin Sabit Sicaklhikta Phytophthora Turlerinin
Miselyal Gelisimleri Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Phytophthora tirlerini tamilamada ve sabit sicaklikta en iyi gelistikleri
kiltur ortamlarimin belirlenmesi, baz: tirleri ayirt etmede kolaylik saglamaktadir
(Nakova, 2010). Phytophthora tirlerinin  spesifik sicakliklart  hakkindaki
calismalar gelisme sinirlarinin 4-5°C ile 35-36°C arasinda oldugu ve bazi tirlerin
Ust sicaklik simrimin 37.5-40°C' ye kadar ¢ikabildigi, optimum gelisim sicaklik
araliginin ise 24-27°C oldugu bildirilmistir (Tucker, 1931: Erwin ve ark.
1983'den; Erwin, 1983; Erwin ve Ribeiro, 1996). Phytophthora cinsi funguslarin
sabit sicaklikta farkli kaltdr ortamlarindaki miselyal gelisimleri, bircok arastirici
tarafindan Onemli bir ©zellik olarak Phytophthora tdrlerini  tarlamada
kullanilmistir (Newhook ve ark, 1978; Ribeiro, 1978; Erwin, 1983; Waterhouse
ve ark, 1983; Colak, 1993; Guincu, 1989; Erwin ve Ribeiro, 1996; Thomidis,
2003; Nakova, 2010).
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3.2.11. Phytophthora Turlerinin Molektler Analizi

3.2.11.1. DNA izolasyonu

Elde edilen saf fungus kultirlerinden DNA izolasyonu DNeasy plant Kiti
(Qiagen, U.S.A.) ile firmamin Onerdigi protokol dikkate ainarak asagida
belirtildigi sekilde yapilmustir.

1. Phytophthora izolatlarina ait miseller 6nce temiz havlu pegete arasinda
iyice kurutularak 200 mg tartilmug ve 1.5 ml'lik santrifdij tpine yerlestirilmistir.

2. Santrif(j tuplerindeki fungus miselleri hizli bir sekilde sivi azot ile
dondurulmus ve steril plastik mavi cubuklarla ezilmistir.

3. Swv1 azot buharlastiktan sonra AP1 soltisyonundan 400 pl, santrifdj tip
icerisindeki ezilen misele ilave edilmistir. Ezilen fungus solisyonu iki U¢ kez
pipetle karistirilmistir. Fungus ekstraktini iceren santrif(j tipler hemen 65 °C'de
10 dak. inkiibe edilmistir. Bu esnada en az 3 kez belirli araliklarda ttpler yukari
asag1 dondurerek karistirilmis ve bu 10 dak. siire sonunda santriftlj edilen tupler
tuplUklere alinmustr.

4. Fungus DNA soltisyonu igeren her bir tipe 130 pl AP2 soliisyonundan
ilave edilmistir. Santrif(j edilen tipler nazik bir sekilde kapatilarak asag1 yukari
dondirerek karistirilmis ve buz tUzerinde 5 dak. bekletildikten sonra 14.000 rpm'de
dondaralmaistar.

5. Santrifijden sonra Ustte kalan sivi kissm QI Ashredder mini kolonlarina
bir pipet yardimyla alinmistir. Bu kolonlarin alt kisminda 2 ml'lik tapler
bulunmaktadir. Kolonlar 14.000 rpm'de 2 dak. daha santriftij yapilmustir. Taplerin
taban kisminda bir miktar tortu meydana gelmis ve olusan tortular1 almadan
sadece sivi kisimdan 500 pl ahinarak 1.5 ml'lik yeni santriflj tuplerine
aktarilmistir. Elde edilen sivi kismin 1.5 kat1 (450 pl gikarsa 675 pl) hacim AP3/E
soltisyonundan ilave edilerek ayni sekilde santriftij edilmistir.

6. Bu asamada, 5. basamakta elde edilen sivi kissm DNeasy Mini spin
kolonlarina aktarilmis ve 1 dak. 8000 rpm hizda santrifllj yapilarak alttaki sivi
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atilmigtir. DNA ekstrakt: soliisyonunun fazla olmast durumunda ikinci defa ayni
islem tekrarlanmaktadir.

7. 500 pl AW solisyonundan kolonlara ilave edilmis ve2 dak. 14.000
rpm'de santrifjj yapilmistir. Bu asamada DNA yikanmaktadir. Bu nedenle en hizli
devirde santrifij yapillarak membrandan tuz ve akollerin  tamamen
uzaklastirilmasi saglanir.

8. Bu alttaki santrify tupleri ¢ikarilarak yerlerine yeni santrifdyj tupleri
konulur ve tUpler tekrar 1 dak. bos olarak dondurilir. Bu sekilde alkol kalintisi
tamamen membrandan uzaklastirilir.

9. Membrandan DNA'min saflastiriilmast igin kolonlarin altina yeni
santrifdjj tpler konulmus ve AE soltsyonundan 25 pl alinarak kolonun ortasina
membrana degdirmeden, membran: 1slatacak sekilde ilave edilmis ve oda
sicakliginda 5 dak. bekletilmistir. Bu slire sonunda santrifdjj tupleri ile kolonlar
birlikte santrifije yerlestirilmis ve 8000 rpm'de 1 dak. dondirilmistir. Boylece
islem sonunda fungus DNA'sinin membrandan tiipe gegisi saglanmustir.

3.2.11.2 Transkripsiyon olmayan bdlgelerin (ITS) PCR ile Cogaltiimas

Phytophthora izolatlarint biribirinden ayirt eimek ve tur tamsim yapmak
icin niklear rDNA'min I1TSI ve ITSII gen bolgeleri bu bdlgelere spesifik primer
cgiftleri (ITSHINTS2, ITS3ITSA, ITSH/ITH) kullamlarak PCR  analizi ile

cogaltilmustir. Calismada kullanilan tim primerler Cizelge 3.4.'te verilmistir.

Cizelge 3.4. ITS bolgelerinin PCR ile gogaltilmasinda kullanilan primerler
Primer [ Primer Baz Dizisi (5' - 3") Hedef Kaynak
ITS2 |GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC ITSI rDNA ileri | White ve ark., (1990)

ITS3 [GCATCG ATG AAG AAC GCAGC ITSII rDNA ileri [ White ve ark., (1990)

ITS4 [TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 28S rDNA geri | White ve ark., (1990)

ITS5 [GGAAGT AAA GTC GTA ACA AGG |18S rDNAileri | White ve ark., (1990)

PCR analizi her bir drnek icin toplam 25 pl hacimde gergeklestirilmis
olup, PCR kokteyli 10 uM primerler, 200 uM dNTP (Fermantas), 2 mM MgCl,
1/10 hacim 10X tampon ¢Ozelti, 1-2 pl patojen DNA's,, 1 Unite Tag polimeraz
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(Fermantas) ve 25 pl'ye tamamlayacak kadar sQH-O icermektedir (Cizelge 3.5.).
PCR sentez Urind icin baslangicta 96 °C'de 2 dak. ve sonraki 35 dongu icin 94
°C'de 1 dak, 55 °C'de 1 dak, 72 °C'de 2 dak ve son bitis dongusii 72 °C'de 10 dak.
olarak ayarlanmistir (Ristaino ve ark., 1998).

Cizelge 3.5. PCR kokteylinin hazirlanisi

PCR Kokteyli 25 pl Hacim igin
10 x PCR Buffer 25u

MgCl; (25 mM) 2ul

dNTP (2 mM) 25ul

ileri Primer (10 uM) 0.5ul

Geri Primer (10 pM) 0.5ul

Taq polimeraz (L U/ 1 pl) 0.25 pul

DNA (patojen) 2ul

sQH;0 14.75 ul

Toplam 25 ul

3.2.11.3. Agaroz Jel Elekroforez

Agaroz (Tip |, Sigma) jel 1XTAE tampon ¢ozeltisi igerisinde Agaroz
iceren ¢Ozelti mikrodalga firinda eritilmis ve 60 °C'ye kadar sogutulduktan sonra
iki tarafi kapal1 tarakl jel kalibina dokulmistir. Agaroz katilastiktan sonra tarak
cikartilmig, jel kalibi aym tampon ¢Ozeltiyi igeren elektroforez tankina
yerlestirilmistir. DNA drnekleri 1/10 yikleme tampon ¢ozeltisi [%25 bromofenol
mavisi ve %25 fikol (400.000)] igerisinde bir pipet yardim ile gukurlara
yerlestirilerek 50 Voltta 3 saat elektroforez ile yurutilmustir. Bu sekilde (-) yuklt
DNA'min (+) yukli anota dogru ilerlemesi saglanmis ve bromofenol mavi boya
DNA'dan belirli bir mesafe uzaklastiktan sonra elektroforez tamamlanmistir. Daha
sonra jel 0.5 pg/ml etidyum bromid (EK 2) ile boyanan PCR ile cogaltilmis DNA
ornekleri 260 nm dalga boyunda bir UV transillimiinator (BioRAD - VERSADOC
4000MP) uizerinde gorulebilir duruma getirilmis ve dijital fotografi gekilmistir.
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3.2.11.4. Agaroz Jelden PCR Uriniin Saflastiriimas

Agaroz jelden DNA izolasyonu igin ITS4 ve ITS5 primerleri ile cogaltilan
bolgelerden her bir Phytophthora izolat: icin 100 pul PCR Urini elde edilmistir.
Elde edilen PCR drinleri 3.2.11.3'de belirtilen yonteme gore jel elekroforezde
yurttildukten sonra etidyum bromid ile boyamp, 260 nm dalga boyunda UV ile
gorintllenerek spesifik olarak Uretilen bantlar steril bistUriler ile dikkatli bir
sekilde jelden kesilmis ve QIAquik Gel Extraction kiti (Qiagen, U.SA.) ile
firmanin onerdigi protokol dikkate alinarak PCR UrinU jelden asagidaki gibi
saflagtirilmgtr.

1. Agaroz jelden kesilen PCR uriini, renksiz ve steril santrifyj tapd icine
alinarak 0.0001 hassasiyeti olan terazide tartilmus ve icerisinde jel bulunan
santrifilj tlplne Ozdes bos bir santrifllj tUpunin agirhigi, toplam agirliktan
cikartilarak santrifdyj tipt igerisindeki jel miktar1 belirlenmistir.

2. Miktarlar1 belirlenen santrifdyj tipl icerisindeki jelle, agirligimin 3 kat1
hacminde QG soltsyonu ilave edilmistir (santrifij tUpl icerisindeki 100 mg
olarak belirlenen jel icin 300 ul QG sollisyonu eklenmistir).

3. Santrifdjj tuplerine QG sollisyonu eklendikten sonra, 50 °C'de 10 dak.
sicak su banyosunda bekletilmistir. Bu slre i¢erisinde santrifdj tupleri en az 3 kez
dikkatli bir sekilde asag1 yukar1 dondurulerek karistiril mistar.

4. Tuplerde iyice ¢Ozinen agaroz jel, QIAquik Gel Extraction kit
kolonlarina alinarak 13.000 rpm de 30 sn - 1 dak. siresince santrifllj edilmistir
(Kolonlar 2 ml'lik santriftjj tupleri ile beraberdir).

5. Santrift)j edilen kolonlarin alt boluminde bulunan 2 ml'lik santrif(j
tUplerin tabaninda biriken sivi kisim atil mastur.

6. Kolonlara tekrar 500 pl QG soliisyonundan eklenerek 13.000 rpm'de 1
dak. santrifllj yapilmis ve alttaki tlplerde biriken sivi kisim atil mastur.

7. Membrana baglanan DNA'y1 yikamak amaci ile, kolonlara 750 pl PE
solisyonundan eklenmis ve 2 dak. oda kosullarinda bekletildikten sonra 13.000
romde 1 dak. santrifij edilmistir. Daha sonra alttaki 2 ml'lik tipler atilarak
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kolonlara 1.5 ml'lik santrifdj tupleri yerlestirilmistir. Bu sekilde kolonlar 13.000
rpm'de 1 dak. santriflij edilmis ve tipin tabaninda alkol birikimi saglanmustir.

8. Kolonlarin altina tekrar yeni santrifdij tupler konulmus ve kolonlarin her
birine 25 pl EB tampon ¢oOzelti ilave edilerek oda kosullarinda 1 dak.
bekletilmistir. Daha sonra 13.000 rpm'de 1 dak. santriflj edilerek DNA'min

membrandan tipe akis1 saglanmustir.

Izole edilen Phytophthora izolatlarimn tir tamsim yapabilmek icin agaroz
jelden saflastirilan PCR drdnleri, Mspl ve Haelll restriksiyon endonikleaz

enzimleri (RE) ile kesilmek Uizere -20 °C'de saklanmustur.
3.2.11.5. PCR Uriiniin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile K esiimesi

Y ukarida belirtilen yontemle Agaroz jelden saflastirilan I TS bolgelerine ait
DNA fragmenti (yaklasik 1000-1050 bg) Haelll ve Mspl restriksiyon endontikleaz
enzimleri ile 37 °C'deki sicak su banyosunda sirasiyla 25 dak. ve 2.5 saat inkibe

edilerek kesilmistir (Cizelge 3.6.).

Cizelge 3.6. Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile hazirlanan kokteyl

Haelll Mspl

DNA (patojen) 12.8 ul | DNA (patojen) 13.0 pl
Enzim Haelll 5.0 ul | Enzim Mspl (10U/1pl) | 3.0 ul
10XBuffer FD 2.0ul | 10XBuffer B 1.8 ul
BSA (Bovine Serum Albumin) 0.2l |BSA 0.2 ul
Toplam hacim 20.0 yl | Toplam hacim 18.0 pyl
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Yumusak ve Sert Cekirdekli M eyvelerden Elde Edilen Phytophthora

izolatlari

Adana (Seyhan, Y Uregir, Karatas, Cukurova, Saricam, Ceyhan, Pozanti) ve
Mersin (Tarsus, Akdeniz) illerinde arazi surveyleri sonucunda yumusak ve sert
cekirdekli meyve vyetistiriciligi  yapilan bahgelerdeki agaclarda: gelismede
gerileme, solma, kuruma, kok bogazi ve gévdelerinde yara ve zamklanmanin yan
sira meyve cirdmesi gibi simptomlar1 gosteren toplam 96 meyve agacinin kok
bogazi ve govdelerinden bistlri yardim ile hastalikli ve saglikli kisim bir arada
olacak sekilde Ornekler alinarak izolasyon calismalari yapilmistir. Patojen
saflastirmalart sonucunda elde edilen Phytophthora izolatlar1 Cizelge 4.1'de
verilmistir.

Calisma siresi boyunca kok, kok bogazi ve topraktan yapilan
izolasyonlarda; Colak (1993), yapmus oldugu calismada belirttigi Gzere
Phytophthora turlerinin izolasyonlar1 asamasinda bazi besi ortamlarinda
Aspergillus spp., Mucor spp. ve Rhizopus turleriyle karigik kaltirler elde
edilmistir. Bu tdrlerin ise Phytophthora tirlerinin gelisimini besi ortaminda
baskilamalarindan, dolayr kok ve kok bogazi c¢lriklik simptomu gosteren
infekteli 9 erik, 7 kiraz ve 4 armut o6rneklerinden Phytophthora turleri izole
edilememistir. Patojenin topraktan izolasyon calismalarinda ise Adanaili Pozanti,
Yuregir, Mersin ili Tarsus ve Akdeniz ilgelerinden, sirasiyla 15 ve 10 hastalik
simptomu gosteren agaclarin tag izdistimu icerisinden alinan toprak ornekleri ile
yapilan izolasyon calismalarinda 6zellikle Rhizopus tirlerinin besi ortamlarinda
cok hizli gelisim gostermelerinden dolay: Phytophthora tirleri topraktan izole
edilememistir. Topraktan etmenin izolasyon calismalarinda kullamilan besi
ortaminin Phytophthora turlerini izole etmek igin yetersiz oldugu belirlenmistir.
Mert (1995), yapmis oldugu calismada patojenin topraktan izolasyonunda
kullanmis oldugu BNPRAH besi ortaminin, patojenin topraktan izolasyonunda
daha basaril1 oldugunu belirlemistir. Yumusak ve sert ¢ekirdekli meyve tirlerinin
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4.BULGULAR VE TARTISMA
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cesitli kisimlarindan  ve topraktan alinan 6rneklerin izolasyonunda kok ve kok
bogazindan: Pythium, Fusarium, Mucor, Alternaria, Armilleria ve Penicillium;
Topraktan: Rhizopus, Aspergillus, Mucor, Fusarium ve Pythium cinsi funguslar
izole edilmistir. Cizelge 4.1’ den gorilecegi Uizere 33 infekteli elma drneginden 2,
23 infekteli kayist 6rneginden 2, 17 infekteli seftali orneginden 1 adet ve 3
infekteli limon meyvesinden 1 adet olmak Uzere toplam 6 adet Phytophthora
izolat1 modifiye PARPH ve PDA bes ortami Uzerinde kiltire alinarak
saflastirilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Modifiye PARPH ortami kullanilarak yumusak ve sert ¢cekirdekli meyve
agaclarimin kok ve kok bogazlarindan izole edilen (A) APe-2, (B) MAs-
1 ve (C) MYk-1izolatlar:
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Phytophthora tirlerinin infekteli bitki dokularindan izolasyonu sirasinda
bakteri ve Pythium cinsi funguslar ile bulasiklik sorunu ortaya cikmustir. ile
karsilasilmistir. Cefotaxime, ampicillin, rifampicin ve streptomycin antibiyotikleri
iceren antibiyotiklerin etkinligi denenmis ve litreye 200 mg ampicillinile 10 mg
rifampicin kombinasyonun yeterli diizeyde etkinlik gosterdigi belirlenmistir. Yine
Pythium cinsi funguslar: kiltor ortamlarindan arindirmak igin PARPH segici besi
ortamu igerisinde bulunan hymexazol miktar1 2 kat konsantrasyona (200 mg/L)
cikartilarak basar1 saglanmustir.

4.2. Patojenite Testleri

Saf kultirleri elde edilen 6 Phytophthora izolatimin meyve fidanlariyla
yapilan patojenite calismalart sonrasinda gévde Uzerinde olusan infeksiyon

alanlar1 6l¢tilmus ve elde edilen degerler Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2'de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Yumusak ve sert gekirdekli meyve fidanlarinin kok, kok bogazi ve
meyvelerinden elde edilen izolatlarla fidanlarin anag ve kalem
bolgelerine ayr1 ayr1 yapilan patojen inokulasyonu sonucunda
gbzlenen infeksiyon alanlar:

izolatlarin izolasyon | infeksiyon Alani (mm?)
izolat | Bitki Elde Edildigi | vapilan | TEKERRUR
Tiri Yer Materyal | 1 2 3 | Ortalama

MYk-1 Kayisi | Tarsus/Mersin 58 | 115 52| 750
MYk-2 60| 30 | 40 43.3
MAs-1 Seftali | Akdeniz/Mersin Kalem 31| 36 |35 34.0
APe-1 Elma | Pozanti/Adana 42| 47 40| 430
APe-2 46 | 38 | 36 40.0
AYt-1 Limon | Saricam/Adana 33| 35 - 34.0
MYk-1 Kayisi | Tarsus/Mersin 20 25 |19 213
MYk-2 16 | 10 15 13.7
MAs-1 Seftali | Akdeniz/Mersin Anac 18| 32 | 17 22.3
APe-1 Elma | Pozanti/Adana 20 45 1301 317
APe-2 36| 15 | 30 27.0
AYt-1 Limon | Saricam/Adana 0 0 - 0.0
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Cizelge 4.2'den de gorilecegi gibi 60 gunlik bir gelisme siresinden sonra
Phytophthora izolatlarimin  yumusak ve sert cekirdekli meyve fidanlarinin
kalemlerinde olusan infeksiyon alanlar1 iginde en genis infeksiyon alaminit MYk-1
izolatinin  olusturdugu saptanmustir.  Ayrica kalemlerde olusan infeksiyon
alanlarinin  anaglarda olusan infeksiyon alanlarindan daha genis oldugu
belirlenmistir. Nitekim yapilan surveylerde ve ciftciler tarafindan getirilen
infekteli bitki dokularinda gézlemlenen simptomlarda bu sonucu dogrular

niteliktedir.
IR

Sekil 4.2. Phytophthora izolatlarinin (A ve B) kayisi, (C ve D) elma, (E) seftali ve
(F) limon fidanlarinda olusturdugu infeksiyonlar

Phytophthora tdrlerinin toprak kaynakli patojen grubu icerisinde yer almasi,
toprak alt: organimi olusturan anaclarimin, goévdeyi olusturan kalemlere gore daha
dayanikl1 olarak segilmelerini gerektirmektedir. Bu genel yargi ve elde ettigimiz
sonug bir biriyle tam olarak uyusmaktadir. Anaglara yapilan inokulasyon
sonuglarinda turung (Citrus aurantium L.) anacinda infeksiyon alan olusmazken;
M106, Myrabolan 29C ve GF-677 anaclarinda sirasiyla ortalama 29.3, 22.5 ve
22.3 mm?lik infeksiyon alanlarinin olustugu belirlenmistir. Bu sonuca goére kok
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ve kok bogazi hastaligina neden olan Phytophthora tirleri icin turung anacinin
dayanikli; M106, Myrabolan 29C ve GF-677 anaglarimin ise tolerant oldugu
saptanmustir. Nakova (2010), yapmis oldugu calismada Phytophthora tirlerinin
neden oldugu kok ve kok bogazi ¢lriklik hastaligina karst M106 anacinin
hastaliga karsi duyarliliklarimin bulundugu ve Myrabolan 29C ancinin ise
hastaliga kars1 yuksek diizeyde tolerant oldugunu saptamislardir. Thomidis ve ark
(2001), yapmis oldugu calismada ise GF-677 anacinin orta diizeyde tolerant
oldugu arastiricilar tafindan belirlenmistir. altrmis ginlik bir inkubasyondan sonra
olusan infekteli kalem ve anaglardan Phytophthora izolatlarini igin re-izolasyon
calismalarinda modifiye PARPH ve 100 mg/L streptomycin iceren PDA ortami
kullanlmstir. Ancak meyve fidanlarinin infekteli ana¢ ve kalem kisimlarindan
Phytophthora izolatlarindan re-izolasyon gergeklestirilememistir. Phytophthora
turleri gibi sicaga ve neme hassas tirler ile inokile edilmis fidanlarin 60 gtin sire
ile kontrolsiiz ortamlarda inkiibasyona birakilmalart Phytophthora izolatlarinin
geri izolasyonunu engellemistir. Daha 6nceki calismalarda Phytophthora cinsine
ait torlerin infekteli bitki dokularindan, besi ortamlari kullamlarak yapilan
izolasyon islemlerinin zor oldugu bazi arastiricilar tarafindanda belirtilmistir
(Ribeiro, 1978; Erwin ve ark., 1983; Erwin ve Ribeiro, 1996).

Granny Smith elma c¢esidinin meyveleri kullanilarak yapilan patojenite
testlerinde patojenlerin reizolasyonlarimn gergeklestirildigi belirlenmis (Sekil 4.3)
ve meyve fidanlarina gore patojenite testinin daha kisada siirede sonuclandigi
saptanmustir. Topraktan veya infekteli bitki dokularindan Phytophthora trlerini
izole etmek icin elma, limon ve hiyar bitkilerinin meyvelerinin kullanildig:
Ribeiro (1978), yayinlamis oldugu kitabinda da belirtmistir. Nakova (2010),
yapmis oldugu calismada ise Bulgaristan'daki meyve agaclarindaki kok ve kok
bogaz: cirikligiine neden olan Phytophthora tirlerinin patojenite ¢calismalarinda
Granny Smith elma ¢esidinin - meyvelerinin  kullanildigr  bilinmektedir.
Literatirlerde yer alan bilgiler ve bu calisma sonucunda elde edilen verilerde,
Phytophthora tlrlerinin patojenite testlerinde Granny Smith elma c¢esidinin
meyvelerinin  kullanilabilir 6zellikte oldugu saptanmustir. Patojenite testinde
meyve dilimlerinin kullantmimn, meyve fidant kullammina gore sire ve yer

bakimindan avantajli oldugu sonucunada varilmustir.
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Sekil 4.3. Phytophthora izolatlar: ile infekteli Granny Smith elma dilimleri (sol
taraf) ve modifiye PARPH ortaminda (sag taraf) kullamlarak yapilan
re-izolasyon calismast. (A ve B) APe-2, (Cve D)AYt-1, (EveF) MYk-
1, (GveH) MYk-2 ve (I ve J) MAs-1
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4.3.  Yumusak ve Sert Cekirdekli Meyve Turlerinde Hastalk Olusturan
Phytophthora Cins Funguslarin Morfolojik ve Kiltirel Karakteristik
Ozelliklere Gore Tamlanma Calismalari

4.3.1. Sporangium, Oogonium, Oospor, Klamidiospor ve Hifsel
Siskinliklerin Olusumu ve Ozellikleri

Her bir izolat icin 6nceden hazirlanan MUA, YUA, KTA ve MHA
ortamlarinda gelisen hiflerin mikroskobik olarak incelenmesi sonucu, eseyli ve
eseysiz morfolojik yapilarin  (sporangium, oogonium, oospor, antheridium) bu
besi oramlarinda ¢ok az bir yogunlukta olustugu belirlenmistir. Bu morfolojik
yapilar en yogun olarak MHA ortaminda olustugu saptanmustir. Klamidiospor
yapilart YUA'da diger ortamlara gore daha fazla gozlenirken, hif siskinlikleri ise
genel olarak tim besi ortamlarinda olustugu goézlenmistir. Bu arastirma sonuglari
Ginct (1989), yapmis oldugu calismada kullanmis oldugu besi ortamlarinda elde
ettigi morfolojik yapilar, calisma sonuclarimiz ile benzerlik gostermektedir. Besi
ortamlar1 Uzerinde herhangi bir morfolojik yapi olusturmayan izolatlar, Colak
(1993), yapmus oldugu calismaya gore Schimittenners tuz sollisyonunda ve PDA
ortam Uzerinde gelistirilen 10 gunlik Phytophthora kulttrleri Gzerine 30 dakika
sicak suda kaynatilmis kenevir tohumlari, birakilarak morfolojik yapilarin
olusturulmas: saglanmistir. Saf besi ortamlarina gére Schimittenners tuz
soltisyonunda ve kenevir tohumu etrafinda gelisen hiflerden yapilan preparatlarin
mikroskobik incelemeleri sonucunda bu tuz sollsyonunu ve kenevir tohumlarini
iceren kiltirlerde daha yogun morfolojik yapilarin olustugu gozlenmistir.
Izolatlara gore degismekle beraber Schimittenners tuz sollisyonunda APe-1, ve
AYt-1 izolatlart oospor, sporangium ve klamidiospor olusturduklar: belirlenirken,
MAs-1, MYKk-1 ve MYKk-2 izolatlar: sporangium veya klamidiospor benzeri kiigik
siskinlikler olusturdugu gozlenmistir. Fakat PDA ortam tzerinde 10 gin sire ile
gelistirilen Phytophthora kultlrleri Uzerine yerlestirilen kenevir tohumlarinin
etrafinda gelisen hiflerden yapilan preparatlarda, tuz solisyonu ve besi
ortamlarina gore daha yogun bir sekilde morfolojik yapilar olusmustur. Ozellikle
APe-1 izolatinda daha fazla sayida oospor ve sporangium, AYt-1 izolatinda
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gporangium ve klamidiospor, APe-2, MYk-1, MYk-2 ve MAs-1, izolatlarinda ise
Schimittenners  tuz sollsyonundaki gibi sporangium ve klamidiospor ile
gporangium benzeri i¢i dolu veya bos kiguk siskinlikleri olusturduklar
gozlenmistir.

Morfolojik Ozelliklere gore teshis calismasi yapilan Phytophthora
izolatlarinin karakteristik 6zellikleri sirasiyla asagida verilmistir.

MYk-1 ve MYKk-2 izolatlar1i belirgin bir oogonium ve oospor
olusturmamustir. Bu izolatlarda hif kalinligi ortalama 5 £1 pm olarak 6l¢ulmastar.
Hiflerde girinti ve ¢ikinti oldukga az oldugu gdzlenmistir. Kayisi izolat1 olan
MYk-1 ve MYKk-2 izolatlar1 besi ortamlarinda bol miktarda sporangium ve
klamidiospor olusturmustur (Sekil 4.4). Olusan sporangiumlar kiresel ve
papilyasiz olup, sporangiofordan kopmus yada ¢ok kisa pedisellere sahip oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.4.B ve C). Sporangimlarin buydkltgt 40-25 +2 pm'dir.
Klamidiosporlar YUA'da hif uglarinda terminal olarak 18-20 giin sonra olusmakta
ve c¢ok ince bir Kklamidiospor duvarina sahip oldugu belirlenmistir.
Klamidiosporlar 20-30 um biyiklGigtinde ve ¢ok ince bir duvara sahip olmasindan
dolay1 bazen sporangium gibi goériinmektedir.

Seftali koklerinden saflastirilan MAs-1 izolati, kayisi izolatlart gibi
belirgin olarak oogonium ve oospor olusturmamis ve hif kalinliginin ortalama 5
pm buydkltgunde oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5). Hifler, mercamumsi hif sekilde
oldukga fazla girinti ve cikintili olarak gelismektedir (Sekil 4.5.A ve B). Hif
siskinlikleri ¢ok yogun olarak hif uclarinda kiresel sekilde olusmaktadir.
Klamidiosporlar YUA'da 15 glinde olusmakta ve 25-30 um biyukltGgundedir.
Sporangiumlar papilyasiz kiresel veya ovoid sekillerde kiiclk boyutlarda olusmus
ve ortalama 25 £2 um blyuklGglinde oldugu 6l¢tlmustar. (Sekil 4.5.C).
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Sekil 4.4. MYk-1 ve MYk 2 |zolatlar1n1n 40X buyultmede besi ortamlarinda
olusturdugu (Sp) sporangium ve (Ch) klamidiosporlar. (A)
klamidiosporlarin genel gorinimi, (B) MYKk-1 izolatinin ¢ok kisa
pedisel Uzerinde papilyasiz, elipsoid ve (C) ovoid sekilli sporangiumu

Sekil 4.5. MAs- 1 |zolat1n1n 40X buyultmede olusturdugu (Sp) sporangium, (Ch)

klamidiospor ve (Hs) hifsel siskinlikler. (A) Papilyasiz ovoid sekilli
sporangium, (B) kiresel hifsel siskinlikler ve (C) klamidiospor
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Adananin Pozant: ilgesine bagli Kamigl kdylndeki elma agaclarinin kok
ve kok bogazindan saflastirilan APe-1 izolatimn hif kalinligi ortalama 4+1 um
olarak Olclilmustlr. Sporangiumlar oldukgca zor olusmakla beraber olusan
sporangiumlar papilyali ve genel olarak kiresel ve ovoid seklinde oldugu
gozlenmistir  (Sekil 4.6.D). Sporangiumlar 37x26+2 um biydkltginde
Olctlmustir. APe-1 izolatinin zoosporlar bazi sporangiumlarda Pythium'da oldugu
gibi bir kese icerisinde olusuyor gibi bir goruntlye sahiptir. Bu izolatta oosporlar
yogun olarak gozlenmis ve aplerotik (oospor oogonium hacminin %60-65'den
daha azimi kapliyorsa) 6zellik gostermistir. Oogonium ve oosporlar ortalama 24+2
pm'dir. Oospor duvar kalinligi aplerotik 6zellikten dolayr bazen kalin olarak
gorilmusse de genel olarak ince oldugu gézlenmistir. Antheridium 8+2 pum olarak
Olcilmis olup hem paragynous hem de amphiginous 06zellikde oldugu
belirlenmistir. Klamidiosporlar YUA ve steril toprak ekstraktinda 7 gunde
olusmus ve 11+2 pum blydklGginde oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.6. APe-1 izolatimn 40X biyultmede belirlenen morfolojik yapilari. (A)
oospor (0Oo) ve klamidiospor (Ch), (B) papilyali kiresel spoangium
(Sp), (C) Intercalary Klamidiospor ve Hif Karakteristikleri (HK), (D)
obpyriform sporangium
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Adananin Pozant: ilgesine bagli Findikli beldesindeki elma agaclarinin
kok ve kok bogazindan saflastirilan APe-2 izolat1 tamlamaya yonelik belirgin bir
morfolojik yapr olusturmamistir. Sporangium benzeri ici dolu veya bos kiguk
siskinliklerin olustugu gozlenmistir (Sekil 4.7). Sekil 4.7.'de gorulecegi Uzere
MHA'da yogun olarak oospor ve sporangium benzeri kiglk siskinlikler
olusturmustur. Bu nedenden dolay1 APe-2 izolatinin sporangium ve oospor ile
ilgili buytkltkleri belirlenememistir. Mikroskobik gbzlemlere gore, elmalardan
saflagtirllan APe-1 ve APe-2 izolatlarimin birbirinden farkli tirler olabilecegi
distuntlmektedir. En erken klamidiospor YUA'da 10 gun sonra hif uclarinda
terminal klamidiospor olarak gozlenmistir.

Sekil 4.7. APe-2 izolatinda degerlendirmeye alinan Klamidiospor (Ch) ve
Sporangium (Sp) benzeri kiicik siskinlikler

Adana ilinin Y Uregir ilgesine bagli turunggil bahcesi limon meyvesinden
saflastirilan AYt-1 izolatinin hif kalinlig: 3-8 um olarak mikroskopta olctulmustir
(Sekil 4.8.). Hifler girintili ve ¢ikintili, hifsel siskinlikler kiresel, ovoid ve bozuk
sekilli olarak 1-5+2 pum capinda olusmaktadir. Klamidiosporlar YUA'da genel
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olarak hifler arasi ve terminal olarak hif uclarinda 15-25 giinde olusmakta ve 15-

35+2 um biyudkliginde degismektedir.

Sekil 4.8. AYt-1 izolatimin 40X biylltmede hifler arasinda olusmus
Intercalary klamidiospor (Ch)

PDA ortaminda gelistirilen AYt-1 kdltdrleri Uzerine yerlestirilen kenevir
tohumlar1 etrafinda gelisen hiflerden, 4 gin sonra yapilan preparatlarda yogun
miktarda genel olarak elipsoid, ovoid ve limoniform seklinde papilyal1 veya yari
papilyal1 sporangiumlar olusmustur (Sekil 4.9). Sporangiumlar ortalama 45x30+2
pm olarak olgilmustir. Papilyalarin bazen uzun bir pedisel Uzerinde oldugu
gbzlenmistir. Bu izolatta yapilan preparatlarda oogonium ve oospor yapilar
gbzlenmemistir. Sporangium yapilart bu izolatin Phytophthora citrophthora
oldugunu gostermektedir. Nitekim Cukurovada turuncgil bahcelerinde P.
citrophthora patojenik tir oldugu ile ilgili bir ¢cok ¢alisma yapilmistir ( Colak,
1993; Mert, 1995; Baysal, 1997; Canmihos, 1998; Deryaoglu, 2011).
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Sekil 4.9. AYt-1 izolatimn 40X buyultmede belirlenen morfolojik yapilari. (A)
hifler arasi ve terminal klamidiosporlar (Ch) ile birlikte ovoid sekilli
kisa pedisellere sahip yarim papilyali (Pa) sporangium (Sp), (B)
l[imoniform sekilli, yar1 papilyali sporangium, (C) Hif Karakteristikleri
(HK), (D) ovoid sekilli, papilyal1 sporangium, sporangium icinde olusan
zoospor (Zo) ve (E) zoosporlarin sporangiumdan siral1 olarak ¢ikisi, (F)
yogun bir sekilde sporangiumlarda olusan zoosporlarin toplu ¢ikisi

4.3.2. Farkh Kdltdr Ortamlarimin  Sabit  Sicakhkta Phytophthora
izolatlarimin Miselyal Gelisimleri ve Olusturdugu K oloni Desenleri

Farkli Phytophthora izolatlarindan elde edilen saf kltirler PDA, MHA,
KTA, YUA ve MUA besi ortamlarinda alt kiltire alinmis ve bu besi ortamlarinda
Phytophthora izolatlarinin olusturduklar: koloni desenleri ile milimetrik él¢timler
yapilarak tim izolatlarin 3 gunlik miselyal gelisimleri belirlenmistir (Cizelge
4.3).
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Cizelge 4.3. Farkli kultdr ortamlarimin sabit sicaklikta (28+2°C) Phytophthora
izolatlarimin miselyal gelisimleri Gzerine etkisi ( mm)

izolat PDA | MUA | YUA | KTA | MHA
MYk-1 725 61.5 765 | 72.3 | 65.0
MYk-2 78.3 68.8 855 | 843 | 775
APe-1 88.3 88.0 88.5 | 90.0 | 90.0
APe-2 89.0 90.0 89.8 | 90.0 | 90.0
MAsg-1 89.5 74.8 885 | 853 | 70.8
AYit-1 29.8 28.0 355 | 383 | 223
Ortalama | 74.5 68.5 774 | 76.7 | 69.3

Cizelge 4.3.'te de gorulecegi gibi ¢ gin sonunda AYt-1 izolat1 tim
izolatlar icerisinde besi ortamlarinin tamaminda en yavas gelisen Phytophthora
izolatlat1 olarak belirlenmistir. MUA ve MHA besi ortamlarinda diger ortamlara
gore daha yavas gelisen AYt-1 izolati, 6zellikle MHA ve MUA besi ortaminda
diger besi ortamlarina gore daha fazla miktarda sporangium ve hifsel kuguk
siskinlikler olusturmustur. Ancak AYt-1 izolat1 klamidiosporlar: ise YUA besi
ortaminda  olusturmustur. Tamlamada mikroskobik kriter olarak kullanilan bu
morfolojik yapilarin MHA, MUA ve YUA bes ortaminda daha yogun olusmasi,
ortamlarin yapiminda kullanilan patates, misir, yulaf, kenevir ve havug bitkilerinin
besinsel icerikleriyle iliskilendirilmektedir. Clinkd; zayif besin igerigine sahip besi
ortamlarinin patojen Uzerinde olusturdugu stres etkisi ile; etmen miselyal gelisim
yerine daha uzun siire canli kalabilecek veya icinde bulundugu olumsuz kosullar:
asabilmek icin dayanikli morfolojik yapilar olusturmaya yonelmektedir. Cizelge
4.3te gorllecegi Uzere zayif besin igerigine sahip MUA ve MHA besi
ortamalarindaki izolatlar PDA, YUA ve KTA bes ortamlarinda gelistirilen
izolatlara gore daha az miselyal gelisim gostermislerdir.

APe-1 ve APe2 izolatlar1 denemede kullamlan besi ortamlarinin
tamaminda 3 gun sonunda 90 mm'lik miselyal gelisimi ile petrinin tamammini
kaplamiglardir. Fakat Ape-1 izolatimn APe-2 izolatina gére petrilerde daha az
havai hiflerden olusan koloniler olusturdugu gozlenmistir. APe-1 izolatit MHA
besi ortaminda daha fazla sayida oospor ve sporangium olustururken YUA besi
ortaminda ise diger ortamlara gore daha yogun klamidiospor olusturmustur. APe-
2 izolat: igin kullanilan saf besi ortamlarinda etmenin tamsina yonelik herhangi

bir morfolojik yap: olusturmadigi belirlenmistir. Bu izolatin besi ortamlarinda
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sadece sporangium ve klamidiospor benzeri kiguk siskinlikler olusturdugu
saptanmustir.

Kayisi izolat1 olan MYk-1 ve MYk-2 izolatlar1 3 gin sonunda sirasiyla
76.5 ve 85.5 mm'lik koloni capr olusturarak en iyi miselyal gelisimi YUA besi
ortaminda gostermiglerdir. Kayist izolatlart YUA besi ortamlarinda genelde
klamidiospor ve nadiren sporangium olustururken MHA besi ortaminda daha
fazla sayida sporangium olusturdugu belirlenmistir. Gunct (1989), yapmis oldugu
calismada klamidiospor olusumunu tesvik edici ortam olarak YUA besi ortamini
kullanmasi, calismada da tim izolatlardan klamidiospor olusturmak icin  YUA
besi ortamimin tercih edilmesini saglamis ve tim izolatlarda klamidiospor
olusumu elde edilmistir.

KTA besi ortam Uzerinde gelisen izolatlar diger besi ortamlar1 Uzerinde
gelisen izolatlara gére daha az sayida morfolojik yapilar olusturmuslardir. Bu
ortamda, 6zellikle sporangium olusumu nadiren gozlenmistir. Fakat PDA ortam
Uzerinde 10 gun siire ile gelistirilen Phytophthora kulttrleri Uzerine yerlestirilen
kenevir tohumlarinin etrafinda gelisen hiflerden yapilan preparatlarda diger besi
ortamlarina gore daha yogun bir sekilde morfolojik yapilar olustugu ¢alismamizin
daha oOnceki asamalarinda belirlenmistir. Bu farklilik; KTA bes ortaminin
hazirlanmasi agsamasinda kullanilan kenevir tohumlarinin besin igerikleri besi
ortamina tam olarak aktarilamadigindan dolayr kaynaklandigi  tahmin
edilmektedir.

MYk-1 ve MYk-2 izolatlariin denemelerde kullanilan tim besi
ortamlarinda pamuksu, krem ve beyaz renkli hifler ve genel olarak homojen,
yildiz (stellate) veya krizantemi  koloni deseni olusturmuslardir (Sekil 4.10, Sekil
4.11).
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Sekil 4.10. Mersin — Tarsus ilgesinin Yunusoglu koyinden izole edilen MYKk-1
izolatinin farkli ortamlarda olusturdugu koloni desenleri. (A) MHA
krizantemi koloni deseni, (B) KTA homojen koloni deseni, (C) YUA
krizantemi koloni deseni, (D) MUA homojen koloni deseni, (E ve F)
PDA krizantemi koloni deseni
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Sekil 4.11. Mersin — Tarsus ilgesinin Yunusoglu koyinden izole edilen MYk-2
izolatinin farkli ortamlarda olusturdugu koloni desenleri. (A) KTA
yildiz koloni deseni, (B) MUA krizantemi koloni deseni, (C ve D) PDA
krizantemi koloni deseni, (E) MHA krizantemi koloni deseni, (F) YUA
krizantemi koloni deseni

Elma agaci kok bogazindan izole edilen APe-1 izolatimin miselleri petrinin
tim ytzeyini 3 gun sonunda kaplayamanmus, ancak homojen veya yildiz seklinde
koloni deseni olusturmustur. APe-1 izolat1 genel olarak besi ortamlarinda havai
miselleri olmayan, krem ve beyaz renkli miselyal gelisim gostermistir (Sekil 4.12)
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Sekil 4.12. Adana — Pozanti ilgesinin Kamigli koylnden izole edilen APe-1
izolatinin farkli ortamlarda olusturdugu koloni desenleri. (A) MHA
krizantemi ve (E) yildiz koloni deseni, (B) PDA kamelya koloni
deseni, (C) YUA yildiz koloni deseni, (D) MUA vyildiz koloni deseni,
(F) KTA yildiz koloni deseni

Diger elma izolat1 olan APe-2'nin miselleri tUm besi yerlerinde U¢ gun
sonunda 9 cm c¢apl petrileri tamamen kaplamistir. APe-2 izolat1 besi yerlerinde
pamuksu, beyaz renkli hifler ve genel olarak krizantemi koloni deseni
olusturmustur. Mert (1995), yapmis oldugu calismada elde ettigi Phytophthora
turlerinin olusturdugu koloni desenleri ile benzer sonuclar alinmistir. Sekil 4.13'de
gorilecegi gibi APe-2 izolati MHA besi ortaminda kiltire alindiginda havai hifler

ve kamelya seklinde koloni deseni olusturmustur.

57



4.BULGULAR VE TARTISMA Ali ENDES

Sekil 4.13. Adana — Pozant1 ilgesinin Findikli  kdylnden izole edilen APe-2
izolatinin farkli ortamlarda olusturdugu koloni desenleri. (A) MUA
krizantem koloni deseni, (B) PDA krizantem koloni deseni, (C)
KTA krizantemi ve yildiz koloni deseni, (D) MHA kamelya koloni
deseni

Seftali izolati MAs-1 besi ortamlarinda spesifik bir koloni deseni
olusturmamustir, ancak ayni besi ortamda birden fazla krem ve beyaz renkli havai
hiflerden olusan koloniler olusturmustur. Erwin (1983), ve Erwin ve Ribeiro,
(1996), yapmis olduklar1 calismalarda Phytophthora tlrlerine ait koloni
desenleriyle ilgili bilgiler verilmis olup, elde edilen MAs-1 izolatinin koloni
deseni ile Phytophthora tdrlerinin olusturdugu koloni desenleri benzer oldugu
bulunmustur. Ug giin sonunda en iyi miselyal gelismeyi PDA ortaminda gostermis
olup, yildiz, homojen, kamelya ve krizantemi koloni desenlerini olusturmustur
(Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Mersin — Akdenlz ilcesinin Pug koyunden |zole edilen MAs-1
izolatinin farkli ortamlarda olusturdugu koloni desenleri. (A) MHA
yildiz koloni deseni, (B) KTA kamelya koloni deseni, (C) YUA
yildiz (D) homojen koloni deseni, (E) MUA krizantemi koloni
deseni, (F) PDA krizantemi koloni deseni

Turuncgil izolat1 AYt-1, besi ortamlarinda MAs-1 izolat1 gibi birden fazla
koloni deseni olusturmustur (Sekil 4.15). Beyaz ve krem renki havai hifler ile
genel olarak gul yapragi, krizantemi, kamelya ve homojen koloni desenlerini
olusturmustur. Camhos (1998), yapmis oldugu calismada izole ettigi
Phytophthora turinin PDA besi ortaminda radyal bir gelisim gosterdigini
belirlemis olup, AYt-1 izolat1 ile yapmis oldugumuz denemeler sonucunda sadece
PDA bes ortaminda radyal bir gelisim (Gul yaprag: koloni deseni) gosterdigi
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saptanmstir. (Ribeiro, 1978; Waterhouse ve ark, 1983; Guncl, 1989; Canihos,
1998; Colak, 1993; Erwin ve Ribeiro, 1996).

ortamlarda olusturdugu koloni desenleri. (A) PDA gl yaprag: (B)
krizantemi koloni deseni, (C) KTA yildiz koloni deseni, (D) MHA
kamelya koloni deseni, (E) MUA kamelya koloni deseni, (F) YUA
1s1insal koloni deseni
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4.4. Phytophthora Turlerinin Molektler Analizi

4.4.1. Transkripsiyon olmayan bélgelerin (ITS) PCR ile Cogaltiimas

Alt1 farkli Phytophthora spp. izolatindan elde edilen genomik DNA'lar ITS primer
cgiftleri (ITS5/1TSA ve ITS3/ITHA) kullanarak polimeraz zincir reaksiyonu ile
cogatimstir (Sekil 4.16.). ITS5/ITSA primer ciftleri ile elde edilen DNA
fragmentleri 11k U izolatta (MYk-1, MYKk-2 ve APe-1) 1000 b¢'den buyuk diger
g izolatta (APe-2, MAs-1 ve AYt-1) 900 b¢'den blyik DNA fragmentleri olarak
cogaltimistir. ITS3/ITS4 primer ciftleriyle yapilan PCR sonucunda ise yine ilk g
izolat (MYk-1, MYk-2 ve APe-1) ve AYt-1 izolat1 yaklasik aym biyudklikte 700
b¢ DNA fragmenti sentezlerken 4'Unci (APe-2) ve 5inci (MAs-2) izolatlar
yaklagik 650 ve 680 bg gibi daha kiiciik DNA fragmenti olusturmuslardr.

i paYid
N
Abe-1

1031 b <

Mg

Sekil 4.16. Alt1 farkli Phytophthora izolatimin ITS5/ITS4 ve ITS3/ITSA primer
ciftleri ile sentezlenen ITS1 ve ITS2 bolgeleri, Markor: 100 bg plus
(Fermantas)

Camele ve ark (2005), farkli Phytophthora tdrlerin ait ITSI ve ITSII gen
bdlgesinin tamamim PCR ile gogalttiklarinda 1018 bp’lik DNA fragmenti elde
etmislerdir. Ristaino ve ak (1998), farkli Phytophthora tirlerinin RFLP
analizlerini yapmak icin PCR ile ITS gen bolgelerini cogalttiklar: ¢alismalarda da
1000 b¢’ nden biraz daha buyik DNA fragmentleri elde etmislerdir. Dolayisi ile
burada elde edilen ITS gen bolgesi PCR drlnleri dogru DNA fragmenti olarak
sentezlenmistir.

ITS3/ITSA primer ¢ifti ise Phytophthora tirlerine spesifik TSI blgesinin
ve cok az 28S rDNA bolgesinin sentezini vermistir. Bu kisimda izolatlar
arasindaki ITSII bolgesinin 600 ile 700 b¢ DNA fragmenti araliginda degistigini
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gostermektedir. PCR ile elde edilen ITS gen bolgelerine ait DNA fragmentleri tur
veya izolat ayriminda tek basina yeterli olmamaktadir. Ancak restriksiyon
endoniiklez enzimleri ile kesilip, fragment farkliligi olusturulursa izolat ve tir
ayrimmna gitmek mimkin olacaktir. Bu amacgla asagida ITSI ve ITSII gen
bdlgelerinin tamamu iki farkli enzimle ayr1 ayr1 kesilmistir.

4.4.2. 1TSBOlgesinin Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi

ITSI ve ITSII bolgelerine ait DNA fragmentlerinin Mspl restriksiyon
endoniikleaz enzimi ile elde edilen DNA polimorfizmi izolatlar arasinda farklilik
gostermistir (Sekil 4.17. ve Sekil 4.18.). MYk-1 ve MYKk-2 izolatlar1 750 ve 300
b¢ buyukluginde DNA fragmentleri verirken APe-1 izolat1 hi¢ bir polimorfizim
gostermemistir. Kayisidan izole edilen Phytophthora tardntn diger izolatlardan
farkl: oldugu bu DNA fragmenti farklilig: ile de gorilmektedir.
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Sekil 4.17. Mspl ve Haelll restriksiyon endontikleaz ile kesilen 1TS1 ve ITSII
bdlgelerinin RFLP sonuclar

Kayisi izolatlart elma, seftali ve turunggil izolatindan kesinlikle farkl:
DNA polimorfizmi vermistir (Sekil 4.18). Ay sekilde turuncgil izolati
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g 3
g g

Sekil 4. 18. Turncgillerden izole edilen AYt-1 izolatinin restriksiyon endoniikleaz
enzimleri ile elde edilen RFLP sonuglari

diger izolatlardan farkli olarak 400, 300 ve 200 b¢ olarak ug¢ farkli DNA
polimorfizmi vermis ve Ristaino ve ark (1998), yapmis oldugu calismayla
karsilastirilmis ve AYt-1 izolatimin Phytophthora citrophthora ile DNA profilleri
benzer bulunmustur. Ayrica AYt-1 izolatimin olusturdugu morfolojik ve kiltirel
Ozdlliklerinin yam sira Cukurova Bolgesi'nde Phytophthora cinsi ile yapilan daha
onceki caligmalar dikkate alindiginda, AYt-1 izolat1 Phytophthora citrophthora
olarak tamilanmustir. Elma izolatlar1 APe-1 ve APe-2 biribirinden farkli DNA
fragmentleri  verdiginden, bunlarin biribirinden farkli tirler olabilecegi
dustnulmektedir. APe-1 izolatimn P. cactorum olma ihtimali yiksek
bulunmustur. Nitekim Ristaino ve ark (1998), yapmis olduklar: ¢alismada da P.
cactorum 717 ve 189 bg buyukligtinde iki DNA polimorfizmi vermistir.

Haelll restriksiyon endonikleaz kesimine gore APe-2 ve MAs-1 izolati
izolat1 700 ve 300 b¢ buyukligiinde DNA fragmenti vermistir. Bu sonuca gore
Seftali ve APe-2 izolatlar1 aym Phytophthora tirleri olabilir. Nitekim Ristaino ve
ark. (1998), yapmis oldugu calismada elde edilen DNA fragmentleri P.
megasperma ile gore benzer DNA profillerine sahip oldugu saptanmustir.. Sonug
olarak Mspl restriksiyon endoniikleaz enziminin uzunlugu Phytophthora tarlerini
veya izolatlar1 ayirt etmede kullanilabilecek sekilde DNA  polimorfizmi
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vermektedir. Benzer sekilde Haelll restriksiyon endoniikleaz enzimide izolatlar
arasinda belirgin DNA fragment farkliligi saglamistir. Buna gére MYk-1 nolu
izolatta DNA polimorfizmi gorilmezken digerlerinde g6zlenmistir. Ancak bu
izolatin DNA'st Haelll enzimi ile tam olarak kesilmemis olasiligida mevcutdur.

Bu konuda yapmis oldugumuz diger testlerde MYk-2 ile benzer sonuglar
ahinmigtir. MYk-2 izolati yaklasik 900 bc’'lik DNA fragmenti vererek
Phytophthora palmivora ile benzerlik gostermistir (Ristaino ve ark., 1998). APe-
1 850 ve 200 b¢'lik DNA fragmentleri, APe-2 500, 350 ve 200 b¢ DNA
fragmentleri, MAs-1 500, 350 ve 200 b¢ DNA fragmentleri verirken turuncgilden
izole edilen AYt-1 500 ve 320 b¢ DNA fragmentleri vermistir. Bu sonuclar APe-2
ve MAs-1'in ayn turler olabilecegi, ancak hepsinin de limondan izole edilen P.
citrophthora turinden farkli oldugunu gostermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calisma, Adana ve Mersin illerinde Uretim alam her gegen gin artan
yumusak ve sert ¢ekirdekli meyve agaclarinda kok ve kok bogazi curikligiine,
zamklanmaya ve kahverengi meyve curtkligine neden olan Phytophthora
turlerinin izolasyonu, koloni desenlerine ve mikroskobik morfolojilerine gore
tanmlanmasi ve molekiler karakterizasyonlarii  arastirmak amaci  ile
yurttilmustar. Yapilan surveyler sonucunda Phytophthora spp. ile infekteli
toplam 96 bitki materyalinden ve topraktan patojenin izolasyon yontemleri,
morfolojik ve kiltirel oOzellikler  kullarilarak yapilan  ve  molekdler
karekterizasyona dayanan tamt yontemi arastirilmistir. Bu  yiksek lisans
calismasinda elde edilen sonuclar asagidaki gibi 6zetlenmistir.

1. Yumusak ve sert cekirdekli meyve agaclarinda kok ve kok bogazi
clrdkligine, zamklanmaya ve kahverengi meyve c¢urikligine neden olan
Phytophthora izolatlarint toplamak igin Adana ve Mersin illerinde yumusak ve
sert cekirdekli meyve yetistiriciligi yapilan bahgelerden gelismede gerileme,
solma, kuruma, kok bogazi ve gdvdelerinde yara ve zamklanma gibi belirtiler
gosteren bitkilerden kok ve kok bogazindan infekteli dokular alinmustir. Y apilan
izolasyonlar sonucunda 33 infekteli elma orneginden 2, 23 infekteli kayisi
orneginden 2 ve 17 infekteli seftali 6rneginden 1 adet ve 3 infekteli limon
meyvesinden 1 adet olmak Uzere toplam 6 adet Phytophthora izolat1 modifiye
PARPH ve PDA besi ortam Uzerinde kilttre alinarak saflastirilmistir.

2. infekteli agaglarin sokuldigu topraktan Phytophthora izolatlarimn saf
kilturleri elde edilememistir. Bu nedenle toprak izolatlar1 degerlendirilmeye
alinmamustir. Phytophthora izolatlarimn saf kdltdrlerinin elde edilememesinin
nedeni, toprak kaynakl1 bir cok fungus ve bakterinin Phytophthora izolatlarindan
daha hizl1 geliserek Phytophthora izolatlarini baskiladig: distntlmektedir.

3. Phytophthora spp. ile infekteli bitki dokularindan etmenin izolasyonu
sirasinda petrilerde bakteri ve Pythium cinsi funguslarin bulasik sorunu ortaya
cikmis ve bu sorunu ¢ozmek icin cefotaxime, ampicillin, rifampicin ve
streptomycin gibi farkli antibiyotikler denenmistir. Bakteri bulasiklig: litreye 200
mg ampcillin ve 10 mg rifampicin antibiyotiklerinin ilaves ile ¢ozulurken,
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Pythium cinsi funguslarin kultdr ortamlarindan arindirilmasi PARPH segici agar
ortaminda bulunan hymexazol miktarinin litreye 200 mg konsantrasyona
¢ikarilmasi ile ¢ozulmastar.

4. Phytophthora tirlerinin yaninda kok ve kok bogazindan: Pythium,
Fusarium, Mucor, Alternaria, Armilleria ve Penicillium; Topraktan: Rhizopus,
Aspergillus, Mucor, Fusarium ve Pythium cinsi funguslar izole edilmistir.

5. Meyve fidanlar1 ve Granny Smith elma ¢esidinin meyveleri kullanilarak
yapilan patojenite ¢alismalarimin sonucunda izole edilen 6 Phytophthora izolat:
patojenik tur olarak saptanmistir. Meyve fidanlar1 ile yapilan patojenite
calismasindan Phytophthora izolatlarinin geri izolasyonu gergeklestirilememistir.
Bu nedenle Granny Smith elma c¢esidi meyve diskleri ile yapilan patojenite
calismasinda meyve disklerinden yapilan re-izolasyonlarda patojen izolatlar
saflastirlmistir.  Dolayistyla Phytophthora tirlerinin patojenite galismalarinin
daha kisa sirede gerceklestirebilmek icin  Granny Smith elma gesidinin
meyvelerinin kullaniimas: onerilebilir.

6. Meyve fidanlar: ile yapilan patojenite ¢alismasinda kalemlerde olusan
infeksiyon alanlari, anaglarda olusan infeksiyon alanlarindan daha genis oldugu
saptanmustir.  Ozellikle Limon meyvesinden izole edilen Phytophthora
citrophthora tarl turung anacinda herhangi bir simptom olusturmazken, diger
elma, seftali ve kayisi anaglarinda 20-30 mm uzunluklarinda infeksiyon alanlari
belirlenmistir. Bu sonuglar calismada kullamlan anaglardan turung anacimin
Phytophthora tarleri icin dayanikli, M106, GF-677 ve Myrabolan 29C anaglarinin
ise tolerant oldugunu gostermektedir.

7. Elde edilen Phytophthora izolatlarimin saf kuiltirlerden birer disk
alinarak PDA, MHA, KTA, YUA ve MUA besi ortamlarinda alt kiltire alinmis
ve Phytophthora izolatlarin bu saf kilttrlerde olusturduklar: koloni desenleri ve
miselyal gelisimleri belirlenmistir. Izolatlarin koloni desenleri besi ortamlarina
gore degisiklik gostermekle birlikte, izolatlarin timi 1sinsal, yildiz ve krizantemi
koloni deseni olusturmus, ancak turuncgilden izole edilen P. citrophthora bu

desenlerin yanisira, gul yaprag: koloni deseni olusturmustur.
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8. Phytophthora izolatlarimin olusturdugu koloni desenleri Phytophthora
turleri arasinda kesin dizeyde funguslart ayirt edici Ozellik olarak
kullanmlamayacagi, ancak izolatlarin cins bazinda ayirt edilebilecegi belirlenmistir.

9. Phytophthora izolatlarimn morfolojik yapilarim olusturabilmek igin
PDA, MHA, KTA, YUA ve MUA besi ortamlari, Schimittenners tuz sollisyonu
ve 30 dakika sicak suda kaynatilan kenevir tohumlar1 kullanilmistir. Saf besi
ortamlarinda 20°C'de ve 60 gun slre ile inkiibe edilen ortamlardan eseyli ve
eseysiz olusan morfolojik yapilarin ¢cok az yogunlukta olustugu, Schimittenners
tuz solusyonunda ve PDA besi ortamu Uzerinde gelistirilen 10 gun'lik
Phytophthora kultdrleri Gzerine yerlestirilen kenevir tohumlari etrafinda gelisen
hiflerden yapilan preparatlarda kayde deger bir sekilde oogonium, oospor,
sporangium ve klamidiospor gibi morfolojik yapilarin olustugu belirlenmistir.

10. Morfolojik ve kulttrel karakterler gz 6nine alinarak yapilan tanilama
calismalarinda bir tire dzgu Ozellikler, diger bir tire dzgu Ozellikler ile ayn
oranda benzer bulunmustur. Ornegin, APe - 1 Elma izolatinin sporangium, oospor
ve klamidiospor yapilari goz 6nine alindiginda bir ¢cok Phytophthora ttrinin
benzer Ozellikler tasichgr yapilan literatir calismalar1 ile de belirlenmistir
(Ribeiro,1978; Erwin ve erk., 1983; Erwin ve Ribeiro, 1996).

11. Fungus tdrlerini tanilamada kullamilanan molekiler yontemlerden biri
olan ITS bolgelerinin restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmleri elde
edilmistir. Bu amagla Mspl enzimi 6 farkli izolat arasinda belirgin DNA
polimorfizmi olugturmustur. Mspl enzimi ile elde edilen polimorfizme gore
kayisidan saflastirilan 2 Phytophthora izolatinin diger izolatlardan kesinlikle
farkli tir oldugu saptanmustir. EImaizolatlarindan APe-1'in APe-2'den farkli olup,
elde edilen DNA fragment uzunluguna gére Phytophthora cactorum oldugu
belirlenmistir. Nitekim fungusun mikroskobik goruntimleri ve koloni desenleri de
bu sonucu teyit etmektedir. Elmamn APe-2 izolat: ile seftali izolati (MAs-1)
birbirine benzer polimorfik bantlar vermis olup, 6nceki arastiricilarin sonuglari ile
karsilastiginda bunlarin  Phytophthora megasperma olabilecegi  sonucuna
varilmistir. Limon ve kayisi izolatlari, sirasiyla Phytophthora citrophthora ve
Phytophthora palmivora ile benzer DNA profilleri olusturmustur.
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12. Bu sonuglar genel olarak degerlendirildiginde Phytophthora
izolatlarim saflastrmada  zorluklarla karsilasilmis  olunup, besi ortami ve
antibiyotikler agisindan daha kolay sonuca géttirecek yeni besi ortam iceriklerinin
daha fazla fungusit ve antibiyotiklerinin denenmesinin avantaj saglayacag: ortaya
konmustur.

Molekuler tamt sisteminin  kesinlikle tdrlerin  tamlanmasinda
destekleyici bir yontem olmakla birlikte ITS bolgeleri icin daha fazla restriksiyon
endoniikleaz enzimleri kullanilarak tirlere spesifik polimorfik DNA bantlari
belirlenebilir. ITS bolgesine yonelik tam anahtar1 olusturmamn diger bir
avantajida, baz dizilimlerinin belirlenerek tire 0zgu primer setlerinin

gelistirilmesidir.
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EK 1

50 x TAE (TrisGlasyal Asetik Asit Tampon Cozelti)

Trizma 242 gr

Glacial asetik asit 57,1 gr

0,5M Na-EDTA 100 ml

ddH-0 ile toplam hacim 1000 ml'ye tamamlanir ve otoklav edilir.

1XTAE, 20 ml 50 X TAE stok solisyonundan alinarak saf su ile 1000 ml hacime
tamamlanarak hazirlanmustir.

EK 2

Etidyum Bromid (EtBr) (0,8 pg/ml)

Etidyum bromid 4ul (10 mg/ml stok)
ddH,O 50 mi
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