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OZET

ANTEPFISTIGI TURLERINDE ALTERNARIA YANIKLIK ETMENI Alternaria
spp.’NIN POPULASYON GENETIiK ANALIZLERI

Unal SEVINC
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik ve Malzeme Miihendisligi Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Hilal Ozkiling
08/06/2016, 62

Alternaria alternata ve A. tenuissima, Alternaria cinsi igerisinde alternata-tiir
grubunda yer alan ve genis bir konukgu araligina sahip fungal patojenlerdir. Bu patojenler,
Antepfistigi ve yabani akrabalarin1 igeren Pistacia tiirlerinde “Alternaria yaniklik”
hastaligina yol agmaktadir. Patojen popiilasyonlarin genetik yapilarinin bilinmesi, bitki
hastaliklariyla miicadele i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bu agidan iilkemizde Antepfistigi ve yabani
akrabalarinda Alternaria yaniklik etmeni Alternaria spp. patojenlerinin Giineydogu Anadolu
ve Ege/Marmara Bolgeleri’ndeki popiilasyonlariin genetik cesitliliklerinin arastirilmasi
amaclanmistir. Bu kapsamda 4 farkli konukguya (Pistacia vera, P. terebinthus, P. lentiscus,
P. atlantica) ait 50 izolat segilmis, OPA1.3 anonim DNA bolgesi ve protein kodlayan
Alternaria major allergen al (Alt_a 1), endopolygalacturonase (EndoPG), histon-3
genlerine ait sekans verileri elde edilmistir ve bu veriler iizerinden Neighbour-Joining ve
Maksimum Parsimony agacglari ¢ikarilmigtir. Yaygm klonal yapi ile beraber cesitli
dallanmalar goriilmiis, ancak filogenetik agidan kuvvetle ayrilan hatlar bulunmamustir.
Ayrica asekstiel lireme yapisina ragmen MAT1 lokusunda farkli esey tiplerini temsil eden
Matl.1 ve Matl.2 genlerinin 1:1 oranindaki dagilimi da bu popiilasyonlardaki genetik
cesitlilige isaret eden diger bir kanit olmustur. Mevcut genetik cesitlilik ile cografik lokasyon
veya konukcu gibi patojen orijin kaynaklari arasinda iligki gorilmemistir. Ayrica, EndoPG
tizerinde Tagql restriksiyon kesim bolgelerine gore A. alternata/A. tenuissima ve Alternaria
Yaniklik hastaligiyla ilgili diger bir yakin tiir olan A. arborescens’in ayrilabildigi tespit
edilmistir. Bu ¢alisma, TUBITAK-TOVAG 1120554 projesi destegi ile gerceklestirilmistir.

Anahtar sozciikler: Alternaria, Genetik varyasyon, Sekans analizi, Esey tipi
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ABSTRACT

POPULATION GENETIC ANALYSIS OF Alternaria spp. CAUSING
ALTERNARIA BLIGHT IN PISTACIA SPECIES

Unal SEVINC
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Bioengineering and Materials Engineering Science
Advisor : Assist. Prof. Dr. Hilal OZKILINC
08/06/2016, 62

Alternaria alternata and A. tenuissima, within alternata-species group of Alternaria
genus, are fungal pathogens showing a broad host-range. These pathogens cause “Alternaria
blight” disease on Pistacia species including pistachio and its wild relatives. It is important
to know about population genetic structures of pathogens to manage plant diseases. Thus, it
is aimed to investigate population genetic variations of Alternaria spp. from pistachio and
its wild relatives from Southeastern and Aegean/Marmara Regions of Turkey. Fifty isolates
from four host species (Pistacia vera, P. terebinthus, P. lentiscus, P. atlantica) were
sequenced for OPAL1.3 (an anonymous DNA region) and three protein-coding genes,
Alternaria major allergen a 1 (Alt_a_1), endopolygalacturanase (EndoPG), histon-3, and
Neighbour-Joining and Maksimum Parsimony trees were obtained based on sequence data.
Besides dominantly clonal structure, some genetic clusters were visualized, but none of these
branches were supported as a divergent phylogenetic lineage. In addition to that, even though
asexuality, 1:1 ratio of Matl1.1 and Matl.2 genes, which indicate different mating types at
Matl locus, is another evidence for genetic variability within populations. There was no
relation about these genetic variabilities and pathogen origin sources such as geographic
region or host species. Furthermore, it is found that A. alternata/A. tenuissima and A.
arborescens which is another closely related species causing Alternaria blight could be
distinguished based on a Taql restriction site in the EndoPG region. This study was
supported by TUBITAK-TOVAG 1120554 project.

Keywords: Alternaria, Genetic variation, Sequence analysis, Mating type
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BOLUM 1
GIRIS

Alternaria cinsi igerisinde kii¢iik sporlu alternata tiir grubunun en yaygin temsilcileri
A. alternata, A. tenuissima ve A. arborescens’tir. Ozellikle A. alternata pek ¢ok cevresel
ortamda ve havada yaygin olarak bulunabilen (Hjelmroos, 1993; Armitage ve Andrew,
2013) saprofit, endofit ve patojen olarak goriilebilen bir tiirdiir (Rotem, 1994). Hemen
hemen her ortamdan izole edilebilen ve hatta atmosferden toplanan toz 6rneklerinde siklikla
rastlanan Alternaria spp. sporlari, bu fungal grubun yaygmligini géstermektedir (Armitage
ve Andrew, 2013).

A. alternata ve A. tenuissima, taksonomik agidan Ascomycetes sinifi igerisindeki
Alternaria cins grubunda yer almaktadir. Kirk ve ark. (2008) tarafindan Dictionary of Fungi
kitabinin 10. baskisinda taksonomik siniflandirilmasi yapilmistir. Cins icerisindeki
gruplandirmalarin sistematigi ise Ozellikle molekiiler verilerin 15181 altinda siirekli
giincellenmektedir (Lawrence, 2016).

“Dictionary of Fungi” kitabindan alinan siniflandirmaya goére A. alternata patojenin

siiflandirilmasi su sekildedir:

Alem (Kingdom) : Fungi

Alt alem (Subkingdom) : Dikarya

Sube (Division) : Ascomycota

Alt sube (Subdv) :  Pezizomycotina

Sinif (Class) : Dothideomycetes

Altsinif (Subclass) : Pleosporomycetidae

Takim (Order) : Pleosporales - Luttrell ex M.E. Barr, 1987
Aile (Family) : Pleosporaceae - Nitschke, 1869

Cins (Genus) : Alternaria - Nees VVon Esenb. Ex Fries
Tiir (Species) : Alternaria alternata - (Fries) Keissler

Alternaria cinsi, aseksiiel tireyen tiirleri igermekte olup sekstiel formlar1 Lewia cinsi
icinde yer almaktadir. A. alternata gibi asekstiel oldugu bilinen tiirlerin de seksiiel {ireme
icin gerekli olan MAT1 lokusunu tasidigi bilinmektedir (Arie ve ark., 2000). Alternaria spp.,
bu lokusta MAT1.1 veya MAT1.2 idiomorf dizilimlerinden birini barindirdig1 ve eseyli



tireme i¢in bu iki farkli esey tipine ihtiya¢ duydugu i¢in heterotallik funguslar arasina
girmektedir (Turgeon ve Yoder, 2000).
Pek c¢ok iiriin bitkisi i¢in ciddi patojen olan kiigiik sporlu alternata-tiir grubunda yer

alan yaygin Alternaria spp. tiirleri ve en bilinen konukgulari1 Cizelge 1.1.’de siralanmustir.

Cizelge 1.1. P. vera L.’ de Alternaria Yanikligi’na neden olan tiirler

Konukg¢u Tir Baz1 Konukculara ait

Tir Sayis1* Familya gruplan

Anacardiaceae(Sakizagacigiller)
Alliaceae (Sogangiller)

A. alternata Citreae (Turunggiller)
(Fr.: Fr.) Keissler 1009

Compositae (Papatyagiller)

A. tenuissima Cruciferae (Turpgiller)
(Nee & T. Ness: Fr.) Wiltshire
Cucubitaceae (Kabakgiller)

Fabaceae (Baklagiller)
A. arborescens 14
Simmons Roseaceae (Giilgiller)

Solanaceae (Patlicangiller)

* Bitki patojeni olarak rol oynayan Alternaria spp. tiirlerinin, Amerika Birlesik
Devletleri Tarim Departmani‘nin verilerine gore diinya ¢apinda konukgu dagilimi bilgisini

igermektedir (U.S.D.A. Agricultural Researh Servise, Mayis 2016).

Patojenin konukgu araligt meyve, sebze ve siis bitkilerini de i¢erdiginden, ekonomik
agidan onemli kayiplara yol agmaktadir. Ticaret, bitkilerle birlikte patojenlerin de taginmast,
yanlig tarim uygulamalar1 gibi insan kaynakli faktorler ya da ¢evresel degisimler yeni bitki
hastaliklarinin ortaya ¢ikmasina ve tiirlerin farkli konukcularda lokalize olmasina neden

olabilmektedir (Anderson ve ark., 2004).

1.1. Alternaria Yamkhg
Antepfistig1 olarak bilinen Pistacia vera L.” de fungal bir hastalik olan Alternaria

Yaniklig1’nin, ciddi zararlara yol actig1, tiretim ve kaliteyi etkileyen 6nemli bir sorun oldugu
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bilinmektedir (Aradhya ve ark., 2001; Pryor ve Michailidies, 2002). Bu hastaliga,
A.B.D.’den toplanan orneklerde A. alternata, A. tenuissima ve A. arborescens tiirlerinin
(Sekil 1.1.) neden oldugu gosterilmistir (Pryor ve Michailidies, 2002; Michailidies ve ark.,
2005). Ulkemizde bu fungal hastalik, bir sorun olarak yakin zamanda tespit edilmistir
(Konukoglu ve ark., 2012; Ozkiling ve ark., TUBITAK-TOVAG 1120554 numarali proje).
Bu fungal bitki patojeni, Antepfisti1 agaclarinda meyve, meyve salkimlar1 ve yapraklarda
kahverengi zararlanmalara yol a¢maktadir (Pryor ve Michailides, 2002). Hastalik,
Tiirkiye’de agirlikli olarak meyvelerde goriilmektedir (Ozkiling ve ark., TUBITAK-
TOVAG 1120554 numarali proje). Meyvelerde perikarp (kirmizi kabuk) ve sert kabugun
enfeksiyonu, iiriiniin islenmesinde kaliteyi diisiirmektedir. Alternaria fungal etmeninin ilk
inokulum kaynaklarinin, bir 6nceki déonemden kalan siirgiin kabuklarinin, kurumus meyve
ve yapraklarinin oldugu disiiniilmektedir (Michailides, 2003). Meyvelerde gelisen

enfeksiyonlarin siddetine bagli olarak meyve kalitesi olumsuz yonde etkilenmektedir.

Sekil 1.1. PDA besi ortaminda Antepfistigi’ndan izole edilmis Alternaria spp. izolatlarina

ait genel morfolojik yap1 ve spor goriintiileri



Antepfistig1 agaclarinda fungal patojenlerin neden oldugu hastaliklarin artmasiyla
Tiirkiye Cumhuriyeti Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi tarafindan diizenlenen
degerlendirme toplantilarinda, hastalikla ilgili fitopatolojik nedenler tartisilmis ve proje
raporlarinda hastalik etmeninin fungal bitki patojeni Alternaria cinsine ait tiirlerin neden
oldugu 6n sonug olarak ortaya ¢ikmistir (Konukoglu ve ark., 2012). Fungal etmenlerin tespiti
icin yapilan patojenisite ¢alismalarinin sonucunda Antepfistigi agaclarinda hastaliga neden
olan tiirtin, Alternaria spp. oldugu tespit edilmistir. Kiigiik sporlu Alternaria spp.’ye ait
morfolojik tiir teshisleri, spor yapilarinin degisen ¢evresel faktorlerden ve besi ortamlarindan
etkilenmesi, tiir iginde ¢akisan morfolojik karakterler nedeniyle zor olmaktadir (Pryor ve
Michailides, 2002; Tymon ve ark., 2015; Lawrence ve ark., 2016). Molekiiler tiir teshisleri,
morfolojik olarak ayrilmalari zor olan bu Alternaria tiirlerinin saptanmasinda daha giivenilir
sonuglar saglamaktadir. Alternaria cinsi igerisinde alternata-tiir grubu igin gelistirilmis
birgok DNA gen bolgelerini kodlayan markirlar, bu amagla kullanilmaktadir (Pryor ve ark.,
2010-2013, NSF-DEB 0918668 projesi; Lawrence ve ark., 2013; Tymon ve ark., 2015).
2013-2016 yillarinda yiiriitiilmiis olan TUBITAK projesi kapsaminda ise bu etmenlerin
yaygin olarak A. alternata ve A. tenuissima oldugu, A. arborescens‘in de ayni hastalik
etmeni oldugu fakat cok daha az rastlandig tespit edilmistir (Ozkiling ve ark., TUBITAK-
TOVAG 1120554 numarali proje).

Antepfistigi’nda Alternaria Yaniklik hastaligi etmeni A. alternata ve A. tenuissima
patojenleri iki farkli morfolojik tiir olarak tanimlanmigtir (Simmons ve ark., 1997). Fakat bu
iki patojen morfolojik agidan oldukga benzer olup genetik ve filogenetik agidan tek bir tiirii
temsil ettikleri tespit edilmistir (Ozkiling ve ark., TUBITAK-TOVAG 1120554 numarali
proje).

Alternaria Yanikligt, bu 6nemli iiriin bitkisi i¢in ciddi fungal problemlerden biridir.
Hastaligin ortaya ¢ikis sekli, fungal bitki patojenine ait spor ya da miselyum gelisimiyle
birlikte meyve ve yapraklarda ortaya ¢ikan siyah lekelenmeler olarak goriilmektedir
(Michailides, 1994; Michailides, 2002). Bu siyah ya da kahverengi lekeler etrafinda olusan
klorotik halkalar ile g¢evrili nekrotik lezyonlar, Antepfistigi Alternaria Yanikligi i¢in
karakterizedir (Michailides, 1994; Michailides, 2002). Kiiciik klorotik halka ile ¢evrili
lezyonlar, birleserek tiim yaprak ve meyveyi kaplamaktadir (Michailides, 1994; Michailides,
2002). Yapraklarda gozlenen bu durum, Antepfistigi agaglarimin yaparak dokmesi ile
sonuclanmaktadir. Bu durum, daha ziyade A.B.D.’den rapor edilmektedir (Michailides,
1994; Michailides, 2002). Meyvelerde lezyonlar, kirmiz1 bir halka ile g¢evrilmektedir
(Michailides, 1994; Michailides, 2002). Hastalik ilerledik¢e bu nekroz yapilari birlesip
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genisleyerek, meyve kabuguna penetre halinde kabugun boyanmasina yol agmaktadir
(Michailides, 2005). Meyve endokarpmin etkilenmesi, erken ¢itlamaya da yol agarak
¢ekirdegin enfekte olmasma neden olmaktadir (Michailides, 2005). Antepfistigi
¢ekirdeginin enfekte olmasi, meyve kalitesinin azalmasina sebep olmaktadir (Michailides,
2005; Doster ve Michailides, 1999). Patojenin meyve ve yaprakta olusturdugu semptomlar,
Sekil 1.2.’de gosterilmistir. Firsat¢1 bitki patojeni Alternaria spp. tiirlerinin, bocekler ya da
mekanik yaralanmalar ile olusan ag¢ikliklardan bitki igerisine girerek enfeksiyonlara yol
actiklari bildirilmistir (Hong ve Pryor, 2004; Ferguson ve ark., 2005). Kuvvetli riizgarlarin
da geng agaclara zarar verdigi ve bu sekilde firsatgi patojenlerin girisini kolaylastirdigi
bilinmektedir (Hong ve Pryor, 2004; Ferguson ve ark., 2005). Yagis, nem ve sicaklik gibi
cevresel faktorler, fungal patojenin kolonizasyonunu etkilemektedir (Ferguson ve ark.,
2005). Ornegin; yeterli yaz sicaklarmin yasanmadigi 800 m’nin iistiindeki yiiksekliklerde
bitkilerin, yaprak ve meyve enfeksiyonlarina karsi hassas oldugu bildirilmistir (Ferguson ve
ark., 2005). A alternata’nin bazi konukgularinda spesifik toksin {iirettigi ve bu sekilde
zararlanmalara yol actig1 bilinmektedir (Scott, 2001). Patojenisite ve toksin liretimiyle ilgili
genlerin ¢ogunlukla CDC (conditionally disponsable chromosome) kromozomlari iizerinde
yer aldig1 bilinmektedir (Akamatsu, 1999; Johnson ve ark., 2001) ve bu kromozomlarin veya
ilgili genlerin tiirler ya da yakin popiilasyonlar arasinda horizantal olarak transfer
edilebildigi kanitlanmigtir (Akamatsu ve ark., 2001; Hatta ve ark., 2002; Akamatsu, 1999).
Boylelikle izolatlar/tlirler arasinda yeni patojenik oOzelliklerin kazanilabildigi ortaya
cikmistir. CDC kiimelerinde bir ¢ok konukgu spesifik toksinlere ait gen kiimeleri lokalize
haldedir. Bu konukgu spesifik toksin genlerinin, bitki patojeni funguslarda ekspresyonu
sonucunda mikotoksin biyosentezinin gerceklestigi, yapilan ¢aligmalarla kanitlanmigstir
(Akamatsu, 2001). Ancak, heniiz Antepfistig1 patojeni Alternaria spp. igin patojenisitenin

genetik temeli veya toksin iiretimi hakkinda mevcut bilgi bulunmamaktadir.



Sekil 1.2. Antepfistig1 yaprak ve meyvelerinde Alternaria Yaniklig1r semptomlari

1.2. Antepfistigi’min Ekonomik Onemi

Antepfistigi, Tiirkiye ve Diinya’da kiiltiirii ve yetistiriciligi yapilmakta olan ticari
degere sahip bir bitki tiiriidiir. Antepfistig1 iiretimi verilerine gore iilkemiz, Iran ve Amerika
Birlesik Devletleri’'nden sonra {gilincii sirada bulunmaktadir (FAOSTAT, 2014).
Antepfistif1 {iretiminin %83’{i, Iran basta olmak {izere, Amerika ve Tiirkiye’de
yapilmaktadir. Bu {ilkeleri Cin ve Suriye takip etmektedir (FAOSTAT, 2014).

Antepfistigi’nin yillara gore tiretim verileri, Cizelge 1.2.’de gosterilmistir.



Cizelge 1.2. Antepfistig1 yillara gore Diinya geneli tiretim miktarlar

2011 yih Antepfistigi 2012 yih Antepfistigi 2013 yili Antepfistigi

ULKE Uretim Miktar: Uretim Miktar: Uretim Miktar:
(1000ton) (1000ton) (1000ton)

iran 472,097 472,097 478,6
Amerika 201,395 249,93 196,93
Tiirkiye 112 150 88,6
Cin 74 72 74
Suriye 55,61 57,195 54,516
L3 22,415 22,927 27,275
uilkeler
Toplam 937,517 1024,15 916,921

Tiirkiye diinya Antepfistigi tiretiminde, 2011 yilinda 112 bin ton ile %12; 2012 yilinda,
150 bin ton ile %14,6’ya kadar yiikseltmistir. 2013 yilinda, liretimde biiyiik dlclide diisiis
yasanarak tiretim pay1 88,6 ton ile %9,6’a gerilemistir (FAOSTAT, 2014).

Antepfistig1, lilkemizde ihracat tiriinii olarak islem gérmektedir. Yillara gore ithracat
oranlarina bakildiginda, dalgalanmalar goriilmekle birlikte, ihracat oranimizin oldukg¢a
diisiik oldugu gdzlemlenmektedir. Thracat miktarlari, 2011 yilinda 1.160 ton; 2012 yilinda,
2.328 ton; 2013 yilinda 3.948 ton olarak belirtilmistir (FAOSTAT, 2014).

Ulkemizde Antepfistigi iiretimi agirlikli olarak Giineydogu Anadolu Bélgesi olmak
tizere bircok bolgede yapilmaktadir. Gaziantep ve Sanlwurfa illeri basta olmak tizere
Adiyaman ve Siirt illeriyle birlikte bu bolge, Tiirkiye Antepfistigi liretiminin %88,5’ini
karsilamaktadir (TUIK, 2015). Sehirlere gore iiretim miktarlar1 Sekil 1.3.°de
gosterilmektedir. Giineydogu Anadolu Bolgesinde uzun yillardir Antepfistigi iiretimi
yapilmakta olup, iiretiminin ana merkezidir. Ege ve Marmara Bolgeleri de yabani tiirlerin
bollugu agisindan dnemlidir. Ulkemizde bu bolgede Pistacia spp. tiiriine ait yabani tiirler P.
terebinthus (menengic), P. lentiscus (sakiz agaci), P. atlantica (Atlantik sakiz) tiirleri dogal

yayilim gostermektedir.
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Sekil 1.3. Antepfistig1 iiretimi Tiirkiye dagilimi (TUIK 2015) (Daire biiyiikliikleri oransal

olarak ortalamalara gore alinmistir.)

1.3. Popiilasyon Genetik Analizlerinde Biyoinformatik Yaklasimlar

Biyoinformatik kavraminin konusu, mevcut biyolojik makromolekiillere ait verilerin
bilgisayarli uygulamalar kullanarak hesaplanmasini ve gozden gegirilmesini kapsamaktadir
(Luscombe ve ark., 2001). Molekiiler filogeni ¢alismalarinda ise, popiilasyonlarda tiir i¢i ve
tirler aras1 evrimsel gegmis ve bu veriler 1s18inda filogenetik iliskiler ¢esitli biyoinformatik
analizler ile ortaya ¢ikarilmaktadir. Bu yontemler filogenetik aga¢ gruplarini olusturarak
organizmalarin olusturdugu taksonlarin evrimsel iliskilerini gostermektedir. Gegmiste
filogenetik gruplar, organizmalarin morfolojik yapilar1 kullanilarak olusturulurken,
giinimiizde organizmalara ait molekiiler verilerin biyoinformatik yontemler kullanilarak
degerlendirilmesi ile filogenetik iliskiler ortaya g¢ikarilmaktadir. Evrimsel agaglar, diger
adiyla filogenetik agaclar, bir atasal soydan gelen farklilik ve evrimsel degisimin hikayesini
gosteren bir semadir (Herron ve Freeman, 2014). Agaglar1 olusturan ana veriler, niikleotid
ya da amino asit dizileridir. Dizelerdeki farkliliklar agaglarda farkli dallar ya da kiimeler
olusturmaktadir. Bu olay, agaglarda dallanma tiplerini ve agag tiiriine bagli olarak zamanini

tanimlamaktadir. Filogenetik agacglar belli basl kisimlardan olusturmaktadir (Sekil 1.4.).



Bazi agaglarda ortak bir atayr temsil eden kok (root) bulunurken, bazilarinda kok
bulunmamaktadir. Koklendirme islemleri yapilirken ¢ogunlukla bir dig-grup (outgroup)
kullanilmaktadir. Dis-grup analizi, ortak bir ataya sahip olan i¢-gruplarin (ingroup) bu uzak
ataya gore durumlarini belirtmek i¢in alinmaktadir (Maddison ve ark., 1984). Dis-gruplar
sadece koksiiz bir agaca kok eklemek i¢in degil, i¢ gruplarin ¢oziilmesi ic¢in de
kullanilmaktadir (Maddison ve ark., 1984). Bu agaglarda tiirler aras1 iliskiler
gosterilmektedir. Agaglar tizerinde diigiimler (nodes) ve dallar (branch) bulunmaktadir.
Digiimler, popiilasyonlarin ya da tiirlerin ayrilma noktasini gostermektedir. Agaglardaki
dallar atasal popiilasyonlarin zaman i¢indeki durumlarini isaret etmektedir. Her diigiim,
evrimsel siiregte ayrilan taksonomik bir grubu gostermektedir. Agaglar olusturulurken
transisyon ya da transversiyon degisimleri de g6z 6niine alinmaktadir. Transisyon, pirimidin
bazinin diger pirimidine ya da piirin bazinin diger piirin bazina doniismesine neden olan gen
mutasyonuna verilen isimdir. Transversiyon ise pirimidin bazinin piirin bazina ya da tam
tersinin gergeklestigi mutasyon tipidir. Yakin taksonomik tiirler agaglarda birbirine yakin
dallanmalarda yer alarak bir kiimelenme) topoloji sergilemektedir (Herron ve Freeman,
2014).

|
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Sekil.1.4. Temsili filogeni agag ¢izimi ve kisimlari
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Filogeni agaglari olusturulurken ¢esitli metodlar kullanilmistir. Yontemdeki farklilik
agag topolojilerini de degistirebilmektedir. Bu yontemlerden bir tanesi, yakinlik-uzaklik
temelli Neighbour-Joining analizidir. En biiyiik avantaji hizli olmasi ve biiyiik veri setlerini
analiz edebilmesidir. Dizi hizalamas: ile elde edilen verilere ait evrimsel farkliliklarin
hesaplanmasina dayanmaktadir. Bu hesapla farkli olan karakterin bir uzaklik degerine
doniistiiriilmesiyle yapilmaktadir (Swofford ve ark., 1996). Mesafe matriks yontemi
igerisinde yer alan Neighbour-Joining analizinde uzaklik-yakinliga dayali bir matriks
tablosu olusturulur. Bu tablo, aga¢ programlarinda islenerek agag¢ topolojisini ortaya
¢ikarmaktadir (Saitou ve Nei 1987). Diziler arasinda genetik farkliligi en az olanlar birbirine
yakin kalarak komsu olmaktadir. Neighbour-Joining analizi sonucunca tek bir agag
olugsmaktadir. Diger bir yontem, karakter temelli Maksimum Parsimony analizidir. Karakter
temelli yontemler, dizilerdeki mutasyonlara bagli olarak evrimsel ¢ikarim yapmaya
dayanmaktadir (Herron ve Freeman, 2014). Tutumluluk anlamina gelen parsimony,
dizilerdeki en az karakter degisimi ile benzerligi ortaya ¢ikarmaktadir (Herron ve Freeman,
2014). Maksimum Parsimony agaclar1 takson ya da segilen gruplardaki en az evrimsel
degisikligi karsilastirmaktadir. Dizilerdeki tiim karakterler i¢in en az karakter degisimini
sunmaktadir (Herron ve Freeman, 2014).

Filogenetik agaclarda olusan kiimelerin giivenirlilikleri, bootstrap degerleri ile
Olciilmektedir. Bu 6l¢gme islemi orijinal veriler {izerinden bootstrap replikatlar1 ¢ikartilarak
gerceklestirilmektedir (Herron ve Freeman, 2014). Kiimelenmelerin bu replikatlarda ne
kadar desteklendigi hesaplanarak ana agac iizerinde bootstrap degeri gosterilmektedir.
Kiimelerin ortaya ¢ikma olasiligi “%” ifadesi ile gosterilmektedir (Herron ve Freeman,
2014). Bootstrap analizinde bir dal ne kadar ¢ok agiga cikarsa giivenirligi 0 derecede
artmaktadir. Bir kiimenin ortaya ¢ikma ihtimali ne kadar yiiksekse yiizde degeri de o kadar
yiiksek olmaktadir. Bootstrap degeri ne kadar diisiikse kiimenin giivenilirligi o kadar az
demektir. Ana agacta ayri dal ile ifade edilen kiimelerin bootstrap degerleri diisiik olursa o
dallar tek bir kiime olarak diisiinilmektedir (Freeman ve Herron, 1999).

Filogenetik agaclar, cesitli biyolojik tiirler arasindaki evrimsel iliskinin iki boyutlu
temsilidir. Tiirlere ya da gruplara ait dizeler, bu kiimelerin orijinlerine ait gorsel bir arag
saglamaktadir. Filogenetik dallanma diyagramlar1 dendrogram, filogram ve kladogram
olmak tizere ii¢ sekilde gosterilmektedir. Dendrogram, filogenetik agacin herhangi bir
gosterimi i¢in genis bir terimdir. Kladogram kladistik yani atasal gegmise dayandirilarak

olusturulmus, organizmalar arasindaki iliskileri dallanmalarla gosteren bir agactir.
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Filogenetik agaclar ise dal uzunluklari hesaplanarak olusturulan karakter degisim

miktarlarii gosteren agaglardir (Roy ve ark., 2014).

1.4. Popiilasyon Genetik Calismalarinin Onemi

Popiilasyon genetik calismalarmin odagi, evrimsel siirecin nasil sekillendigini ve
genetik varyasyonlarin korunmasini anlamaya caligmaktir (Milgroom ve Peever, 2003).
Popiilasyonun genotip ya da allel frekansindaki degisimler, evrimsel degisimleri ortaya
¢ikarmaktadir. Buna ragmen popiilasyon genetigi hakkindaki tanimlamalar, gizli bir evrimin
hizl bir sekilde gergeklestigini gostermektedir. Buna bagli olarak farkli direng diizeylerine
sahip konukgu bitki gesitlerinde direng kirilmasina neden olan virulent patojen gruplarin
gelisimini veya fungisit uygulamalarina kars1 fungisit direncinin artmast, bitki patolojisinde
popiilasyon genetik sorunlarina 6rnektir. Evrimsel siiregte dogal veya yapay seleksiyon,
patojen popiilasyonlarda farkli irklar ya da fungisit direngli fenotiplerin ortaya ¢ikmasina
neden olabilmektedir. Bu gibi durumlarda, konukgu-patojen arasindaki iliskilerin seyri
degismekte ve fungal hastaliklarla miicadele yontemini degistirmeyi gerektirmektedir
(Milgroom ve Peever, 2003). Patojen popiilasyon yapilarinin bilinmesi, mevcut
mutasyonlarin ortaya cikarilmasi ve anlamlandirilmasi; popiilasyon genetik yapilarindaki
farkliliklarin ve degisimlerin konukgusu ile iligkilerini nasil etkilediginin degerlendirilmesi,
basarili kontrol stratejileri i¢in 6nemlidir. Diger taraftan dogrudan bir patojenik karakteri
etkilemese de patojen popiilasyonlar i¢inde farkli genetik/filogenetik hatlar1 ortaya ¢ikaran
mutasyonlar, zaman i¢inde patojen popiilasyonlar igindeki ¢esitlenmenin habercisi olup bu
cesitlenme, farkli biyolojik senaryolart degerlendirmek agisindan (6rnegin yeni bir tiir veya

patojen goclerinin takibi gibi) dnemlidir.
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1.5. Calismanin Amaci

Ulkemizde hem Antepfistig1 (P. vera L. ) hem de yabani akrabalarinda (Pistacia spp.)
Alternaria yaniklik etmeni Alternaria spp. popiilasyonlarinda aseksiiel iireme yapisindan
dolay1 patojenin klonal bir yap1 sergilemesi muhtemeldir. Bununla beraber pek ¢ok diger
iriin bitkisinde patojen A. alternata tiirleri icin genetik varyasyonlarin bulundugu
gosterilmistir (Andrew ve ark., 2009: Rotondo ve ark., 2012: Start ve ark., 2014). Boylece
Pistacia tiirlerinde yaniklik etmeni patojenin tilkemizin giineydogu ve bat1 kesimlerindeki
farkli konukgulardan orneklemis popiilasyonlarindaki genetik varyasyonlarin, 4 genomik
bolgenin sekans verisi ve esey tipi genlerinin dagilimimi dikkate alarak degerlendirilmesi
amaclanmistir. Alternaria patojenine karst uygun kontrol stratejilerinin gelistirilmesinde
patojen popiilasyon yapisinin bilinmesi, genetik ve patojenik varyasyonun ortaya
cikarilmasi, diger fungal patosistemlerde oldugu gibi son derece 6nemli ve gereklidir
(Milgroom ve Peever, 2002). Bu baglamda, ¢alisma kapsaminda sunulan verilerin faydali

olacagi umulmaktadir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Antepfistigr (Pistacia vera) ve Yabani Tiirlerinin Orijini, Yetistiriciligi ve
Ekonomik Onemi

Antepfistigi’nin orijini, Giineybat1 Asya ve Ortadogu olarak bilinmektedir (Parfitt ve
Badanes, 1997). Arkeolojik ¢alismalarda bulunan Antepfistigi meyveleri, bu bitkinin ¢ok
uzun zamanlardan bu yana insanlar tarafindan kullanildigin1 gostermektedir (Hormaza ve
Wunsch, 2007). Iran ve Afganistan’da M.O. 6 yilinda yetistiriciliginin yapildigin1 gdsteren
kabuk kalintilarma ulasilmistir (Hormaza ve Wunsch, 2007). Ulkemizde Antepfistigi
yetistiriciligi uzun yillardir yapilmaktadir ve tilkemizin de bu tiiriin orijin bdlgelerinden
birisi oldugu bilinmektedir (Parfitt ve Badanes, 1997).

Antepfistig1 (Pistacia vera L.) diploid (2n=30 kromozom), ikievcikli (dioik) ve
riizgarla tozlasan Anacardiaceae familyasi iiyesi bitki tiiriidiir (Zohary, 1952; Ila ve ark.,
2003; Hormaza ve Wunsch, 2007). Maksimum 6-9 m uzunluga erisebilen bu agag tiirii, tek
ya da bir ka¢ govde seklinde olabilir. Meyvelerin dis kabuk kismi1 ekzokarp, mezokarp ve
sert bir tabaka olan endokarp seklinde olup meyvenin kullanilan ¢ekirdegi, endokarp
tabakasinin igeresindeki tohumdan meydana gelmektedir (Crane ve Iwakiri, 1981; Hormaza
ve Wunsch, 2007).

Antepfistig1 yetistiriciliginde, bitki meyvelerinden fidanlar elde edilebildigi gibi P.
atlantica, P. mutica, P. khinjuk yabani tiirlerinden de gelikleme yoluyla tiretilmektedir
(Zohary ve Hopf, 1988). Kiiltiir yetistiriciliginde kullanilan Antepfistif1 gesitleri, iran’da;
Ohadi, Kaleh ghochi, Ahmad, Aghai, Badami Zarand, Rzaii, ve Pust piazi (Esmail-Pour,
2001), Tirkiye’de; Uzun, Kirmizi, Halebi, Siirt, Beyazben, Sultani, Degirmi ve Keten
Gomlegi (Ak ve Acar, 2001), ABD Kaliforniya’da; Kerman (disi) ve Peters (erkek) seklinde
literatiire gegmistir (Kallsen ve ark., 2009).

Diinya genelinde Iran basta olmak iizere ABD ve Tiirkiye dahil bircok iilkede iiretimi
yapildig1 bilinmektedir (FAOSTAT 2014). Diinya Antepfistigi iiretim verilerine gore iran
ve A.B.D.’den sonra Tiirkiye, ligiincii sirada yer almaktadir (FAOSTAT 2014). Tiirkiye’deki
iretim sekli kuru sartlarda siirdiiriildiigli icin meyveler daha kii¢iik olmasina karsin, hos
koku ve aroma olarak daha zengindir (Ak ve ark., 2012).

Antepfistig1 bitkisel protein, yag, karbonhidrat bakimindan olduk¢a zengin olmakla
birlikte, biinyesinde ¢esitli mineraller (fosfor, potasyum kalsiyum, demir), Vitamin E,C,B1
ihtiva etmektedir (Favier ve ark., 1995).
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2.2. Fungal Bitki Patojeni Alternaria spp.

2.2.1. Klasik Taksonomi

Alternaria Yanikligi hastaliginin yaygmn etmeni Alternaria spp., Christian Gottfried
Daniel Nees Von Esenbeck tarafindan 1816 yilinda, A. tenuis adi altinda tek tiir olarak
isimlendirilmis ve Alternaria cins grubu kurulmustur. Nees A. tenuis tiiriinii, koyu renkli
enine ve boyuna septalardan olusan spor (phaeodicysopres) zincirleriyle tanimlamaktadir
(Nees von Esenbeck, 1816). Karl von Keilller (1912), A. tenuis ve Torula alternata’nin
(Fries 1832) sinonim oldugunu belirterek tiirii A. alternata olarak adlandirmistir. Yine ayni
arastirma kapsaminda “Keissle.” fungus ismine eklenmistir. Simmons (2007) ¢alismalari
sonucunda, morfolojik karakterlere dayali Alternaria spp. taksonomisi i¢in 275 Alternaria
tirtiniin kabul edildigi klasik metotlar vasitasiyla tanimlama kilavuzunu olusturmustur
(Simmons, 2007).

Alternaria tenuissima (Nees: Fr.) Wiltshire tarafindan (Wiltshire, 1933) ve Alternaria
arborescens Simmons (Simmons, 1997) tarafindan tanimlanarak isimlendirilmistir
(Mycobank).

Simmons ve Robert (1993), Alternaria cins grubunun ideal iireme ve spor desenlerini
tasvir etmislerdir. Tiir tanimlamaya yonelik ii¢ boyutlu sporulasyon desenini, geng konidium
sekillerini ve septa genisliklerini tanimlamada yeni yontemler olarak kullanmislardir. Farkli
morfolojik tanimlamalar ile Alternaria cins grubunu tanimlayarak tiirler i¢in tipik birer
temsilci 6rneklemislerdir (Simmons ve Robert, 1993; Lawrence, 2016).

Simmons (1993), kiigiik sporlu Alternaria spp. tiirlerini 6 morfolojik gruba ayirmistir.
Birinci grup, diizgiin bir sekle sahip olmayan sporlar iiretir ve 5-10 konidiofor zincirinden
olusur. Alternaria gaisen’in dahil oldugu ikinci grup, biyiik sporlart ve 5-10 zincirinden
olusan konidiumlari ile karakterizedir. Ugiincii grupta, kisa (50-70 pm), uzun (100-150 pm)
konidiumlar ve bol sporulasyon gozlenir. A. alternata ile temsil edilen dordiincii grup, kisa
konidioforlar ve ikincil sporulasyon kiimeleriyle ifade edilmistir. Besinci grup iiyelerinde,
¢ok uzun konidia zincirleri ve nadir ikincil dallanma ile temsil edilmistir. A. infectoria nin
dahil oldugu 6. grupta, ikincil ve tigiinciil dallanmalar saptanmis, ii¢ boyutlu olarak

gosterilmistir (Simmons, 1993; Lawrence, 2016).

2.2.2. Molekiiler Taksonomi ve VVaryasyon
Pryor ve Gilbertson (2000), cogu Alternaria spp. tiiriinii morfolojik yontemler ve
molekiiler veriler vasitasiyla tamimlayarak Alternaria cins grubunu diizenlemislerdir.

Internal transcribed spacer (ITS) ve 18S mitokondriyal kii¢iik alt {inite (mtSSU) molekiiler
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markirlarini kullanarak Alternaria soy agacinda molekiiler verilerin farkli gruplar ortaya
¢ikardigini gostermislerdir (Pryor ve Gilbertson, 2000).

Molekiiler taksonomik arastirmalarin devaminda, Alternaria tiir gruplarini
tamimlamak ve aralarindaki filogenetik iliskileri gostermek icin ITS, ribozamal DNA
(nuclear rDNA), mtSSU ve protein kodlayan boélgeler [Glyceraldehide-3 phosphate
dehydrogenase (gpd) Alternaria major allerjen al, (Alt_a_1), Endo-polygalacturonase
(EndoPG), Beta-tubulin, Translation elongation factor 1-alpha (TEF1-a), ikincil biiyiik
alttinite RNA Polimeraz 2 (RPB2), Calmaduline, Plasma membrane ATPase, Actin]
kullanilmigtir. Cogu ¢alismada, bu bolgelerin morfolojik tiir gruplarinin farkli filogenetik
gruplar igaret ettigi ancak tlir gruplart i¢indeki ayrimlarin ¢ok giiclii saglanmadigi
gortilmistiir (Pryor ve Gilbertson 2000; Pryor ve ark., 2009; Peever ve ark., 2004; Lawrence
ve ark., 2012).

Kaliforniya eyaletinde 6rneklenen Alternaria yaniklik etmeni, alternata-tiir grubu
izolatlar1 Antepfistigi’nda anlamli patojenik farkliliklar gdstermemektedir. Molekiiler
teknikler kullanilarak varyasyon ve molekiiler karakterizasyona yonelik RAPD analizleri,
rDNA bolgesi icin PCR-RFLP analizi ve ITS bolgelerinin sekans analizleri yapilmistir.
RAPD ve PCR-RFLP analizleri verileri, ii¢ farkli grup ortaya ¢ikartirken (infectoria grubu
arborescens grubu ve alternata/tenuissima grubu), ITS sekans verileri, yalnizca infectoria
grubunu filogenetik olarak diger gruplardan ayr1 gostermistir. Ancak bu molekiiler
yaklagimlar, A. alternata, A. tenuissima ve A. arborescens tiir grubu izolatlari i¢in yeterli
filogenetik ayrimi gostermekte yetersiz kalmistir (Pryor ve Michailides, 2002).

Peever ve ark. (2004), turuncgillerde kahverengi leke hastali§ina neden olan kiigiik
sporlu Alternaria tiirlerinde MtLSU, Beta-tubulin, EndoPG ve SCAR markirlart
kullanmiglardir. EndoPG ve SCAR markirlart kombini ile Beta-tubuline gore kiigiik sporlu
Alternaria tiirlerinde, daha ¢ok varyasyon yakalanmigtir. Turunggillere ait kiigiik sporlu
izolatlar incelenerek farkli ekolojik nislerden (yaprak lekeleri, meyve g¢iirtiklikleri vb.)
ornekleme yapilmis ve konukgu 6zgiilliigii ve viriillensligin farkli oldugu gosterilmistir.
Ancak bu ekolojik farkliliklar icin EndoPG ve SCAR markirlart kompleksi ile olusan
filogenetik gruplar arasinda bir iligki bulunamamuistir. A. alternata ve A. tenuissima arasinda
bir ayrim gosterilememistir. Morfolojik ve filogenetik hatlar arasinda farklilik gozlenmesi
ve genomik bolgelerin datalari arasindaki uyumsuzluklardan dolayr gen agaclarinin, tiir
agaclarin1 yansitmadig belirtilmistir (Peever ve ark., 2004).

Andrew ve ark. (2009), protein kodlayan EndoPG geni ve 2 adet SCAR markirini

kullanarak farkli konuk¢u ve lokasyonlardan (Turunggiller-Florida, Antepfistigi-
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Kaliforniya, Cél bitkileri-Arizona, Ceviz-Fransa/italya ve Elma-Giiney Afrika) izole edilmis
150 adet kiiciik sporlu Alternaria izolatinda filogenetik hatlar, konuk¢u lokasyon iliskisi,
morfolojik siiflandirma arasindaki iliskiyi degerlendirmistir. Bu dogrultuda, lokasyon ya
da konukgu orijini ile filogenetik gruplar arasinda bir baglanti bulunamamistir. Benzer
sonuglar, morfoloji ve filogenetik gruplar arasinda da gozlenerek A. alternata ve A.
tenuissima arasinda kuvvetli bir ayrim olmadigi gosterilmistir. A. arborescens tiiriiniin ise
A. alternata ve A. tenuissima tiirlerinden ayr1 oldugu tespit edilmistir. Olusan genetik gruplar
igerisinde, A. alternata/arborescens ve A. alternata/tenuissima ara tiir gruplart da
gosterilmistir (Andrew ve ark., 2009).

Tymon ve ark. (2015), 210 Alternaria izolatin1 kullanarak OPA1.3 anonim DNA
bolgesi iizerinde Apal enzimi ile kesim yapmustir. Izolatlarin kesim sonucu, bant desenlerine
ve morfolojilerine bakarak 65 izolat A. alternata ve 145 izolat A. arborescens tiirii olarak
tanimlanmugtir.

Ulkemizdeki Pistacia konukcularinda Alternaria yaniklik etmeni olan genis bir
patojen koleksiyonundaki A. alternata ve A. tenuissima’nin genetik/filogenetik agidan tek
bir tiirii temsil ettigi de yakin zamanda gosterilmistir (Ozkiling ve ark., TUBITAK-TOVAG
1120554 numarali proje).

Steenkamp ve ark. (1999), Histon-3 bolgesini kullanarak farkli konukgulardan izole
edilmis Fusarium subgulitinans tiirlerinin molekiiler tanimlanmasina yoénelik c¢aligmalar
yapmuglardir. Cogaltilan Histon-3 bolgesinde bulunan intron bdlgelerinin  farkli
konukgularda baz biiyiikliiklerinde degisiklik sergiledigi goriilmiistiir. Ancak bu bdlgenin
Alternaria patojenleri i¢in kullanilabilirligine rastlanmamistir. Hong ve ark. (2006), ISSR
ve AFLP markirlart ve Histon-4 bolgesini kullanarak findik ve cevizlerde meyve
hastaliklarina neden olan Alternaria tiirlerinin molekiiler ayrimma bakmuglardir. Histon-4
bolgesi A. alternata, A. tenuissima ve A. arborescens gruplarinin ayrimini saglayamamustir.

Hong ve Pryor (2005) tarafindan Alternaria major allergen genine ait Alt_a_1 bolgesi
filogenetik ¢alismalarda kullanilmistir. Toplam 52 izolattan olusan Alternaria ve bu tiirle
iliskili grubun sekans verileri kullanilmis, ekzon ve intron bdlgeleri belirlenmistir.
Calismada, Alt_a 1 bolgesinin sekans verilerini diger bir bolge olan glyceraldehde-3-
phosphate dehydrogenase (gpd) bolgesi ile karsilagtirmislar ve Alt_a_1 bolgesinin 3,8 kat
daha hizli evrimlestigini ve ekzon kisimlarmm 3,5 kat daha parsimony bilgilendirici
oldugunu tespit etmislerdir. Alt_a_1 bolgesinin ekzon verileri ile yapilan analizlerde,

“alternata” tiir grubunu diger tiir gruplarindan ayrildigini gostermislerdir.
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2.2.3. Genetik Cesitlilik ve Ureme

Ascomycetes sinifi iiyelerin seksiiel tiremelerinin, tek bir lokus tarafindan kontrol
edildigi bilinmektedir (Coppin ve ark., 1997; Turgeon, 1998). Seksiiel iiremede esey tipini
kontrol eden ‘mating type’ lokusunun molekiiler analizleri yapilarak DNA-binding motifleri
cikartilmig ve birbirinden farkli olan iki gen yiiksek degiskenlige sahip (high mobility group)
“HMG-box” ve “a-box” olarak adlandirilmistir. Seksiiel aktiviteyi kontrol eden MAT1
lokusu, MAT1.1 veya MAT1.2 idiomorfunu i¢ermektedir (Turgeon Yoder 2000; Arie, 1997;
Metzenberg ve Glass 1990; Billiard, 2012). iki farkli esey tipini temsil eden bu dizileri,
diisiik genetik benzerlik ve farkli genleri icermesinden dolay1 idiomof olarak ifade edilir. Bu
idiomorf genlerin, asekstiel tiirler tarafindan tasindigi gésterilmistir. Sadece MAT1.1 ya da
MATL1.2 idiomorfunu tasiyan tiirler heterotallik; her iki esey tipini tasiyan tiirler ise
homotallik olarak nitelendirilir ( Billiard ve ark., 2012; Turgeon ve Yoder, 2000).

Aseksiiel oldugu bilenen ama heterotallik olarak adlandirilan farkli esey tipi dizilerini
tastyan Cerospora zeae-maydis (Groenewald ve ark., 2006), A. alternata (Arie ve ark.,
2000), Fusarium oxysporum (Arie ve ark., 2000), Aspergillus flavus (Ramirez-Prado ve ark.,
2008), Aspergillus fumigatus (Poggeler, 2002), A. brassiciola (Berbee ve ark., 2003), A.
tenuissima (Berbee ve ark., 2003) tiirlerinde MAT1 lokusuna ait MAT1.1 ve MAT1.2
idiomorflari ortaya ¢ikarilmig ve PCR ile ¢ogaltilarak esey tipleri belirlenmistir.

Arie ve ark. (1999), Loculascomycetes ve Pyrenomycetes iiyelerinde MAT gen
motiflerinin ortaya ¢ikartilmasi i¢in hizli ve kolay kullanilabilir PCR metotlar1 gelistirmistir
(Arie, 1997; Arie ve ark., 1999). MAT1.2 geninin idiomorfu olan MAT1.2.1 genini
tanimlamistir (Arie, 1997). Heterothallik oldugu bilinen ve Gibberella/Fusarium kompleksi
icerisinde yer alan Gibberella fujikoroi (anamorf Fusarium moniliforme) tiirti i¢in farkli
MAT genlerinin tanimlanmasi1 amaciyla ¢alismalar da yapilmistir (Arie ve ark., 1999). Cok
sayida bitki patojenini igeren bu tiir kompleksinin evrimsel ge¢misi ve patojen tiirlerin
gelisimini MAT genleri ile agiklanmaya ¢alisilmistir (Arie ark., 1999).

MAT tipi farkliligin, tiir icinde genetik varyasyona etkisini degerlendirmek amaciyla
Berbee ve ark. (2003), her bir mating tipini belirledikleri Alternaria izolatlarinin ribozamal
ITS bolgelerinin sekans verileri ile filogenetik analizlerini yapmustir. TS bdlgesi, eseyli
tireme yapisi bilinen Alternaria (telemorf-Lewia) tiirleri ile eseyli iireme tipleri heniiz
goriilmeyen asekstiiel Alternaria tiirlerini, filogenetik olarak ayirmistir. Farklit MAT lokusuna
sahip (MAT1.1.1 ve MAT1.2.1) tiirlerin ayni kiimeler icerisinde yer aldigi goriilmiistir
(Berbee ve ark., 2003).
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A. alternata tiiriiniin MAT tiplerinin kesfedilmesi ve islevsel olduklarinin teyit
edilmesiyle bu grup igerisinde kriptik bir iireme sekli olabilecegi diistiniilmektedir (Arie,
2000). Stewart ve ark. (2013) son ¢alismalarinda, Kuzey Amerika bolgesindeki narenciye
cesitlerinde, A. alternata popiilasyonlarmin MAT tiplerini ve ¢esitli DNA bolgelerinde
rekombinasyon isaretlerini arastirmislardir. Bu ¢aligmalarin sonucunda, A. alternata tiiriiniin
kriptik iireme gegiriyor olabilecegi ya da yakin bir zamana kadar eseyli ireme yetenegine
sahip oldugu 6ne siiriilmiistiir (Start ve ark., 2011; Start ve ark., 2013).

Meng ve ark. (2015), Cin’de patates iiretim alanlarindan 6rneklenen 700 A. alternata
izolatinin MAT tiplerini belirlemislerdir. Patojenin esey tiplerinin esit oranda dagildigini
gostermislerdir. Meng ve ark. (2015), aseksiiel olarak kabul géren bu grubun Kriptik bir

lireme yapisina sahip olabilecegini 6nermislerdir.

2.3. Antepfistigi’nda Alternaria Yamkhg

Alternaria Yanikligi, Antepfistigi agaclarinda gozlenen onemli bir fungal bitki
hastaligidir. A.B.D.’de Antepfistigi’nda siklikla rastlanan bu hastaliga Alternaria cinsine ait
A. alternata, A. tenuissima ve A. arborescens tiirlerinin neden oldugu rapor edilmistir (Pryor
ve Michailides, 2002). Bitkinin hem meyve hem de yapraklarmi etkiledigi rapor edilen
hastaligin belirtileri, yapraklarda goriilen siyah-kahverengi nekrotik lezyonlar ve bu
lezyonlarin etrafinda klorotik yapinin bozulmasiyla dairesel sekilde renk agilmalaridir
(Michailides ve ark., 1994; Michailides, 1997). Antepfistigi meyvelerinde gozlenen
semptomlar, meyvelerde kiiciik siyah lekeler ve etrafin1 saran kirmizi renkte bir dairesel
halka seklinde gortilmektedir (Pryor ve Michailides, 2002). Fistik gelistik¢e bu siyah lekeler,
birleserek biiyiik bir lezyon haline gelebilir. I¢ kabuga gegerek fistigin gelismesini
engellemekte ve kalitesinde diisiise neden olmaktadir (Pryor ve Michailides, 2002).

Alternaria Yanikligi, Antepfistigi’nda ilk olarak 1974 yilinda Misir’da ve 1985 yilinda
California’da rapor edilmistir (Ash ve Lanoiselet, 2001; Michailides ve ark., 1995; Wasfy
ve ark., 1974). Ulkemizde, Antepfistigi’nda Alternaria yaniklik etmenleri yakin zamanda
tespit ve karakterize edilmistir (Ozkiling ve ark yaymlanmamis veri, TUBITAK-TOVAG
1120554 numarali proje).
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Alternaria spp. izolatlar

Gilineydogu Anadolu Bolgesi (Gaziantep ve Sanliurfa), Marmara ve Ege Bolgeleri
(Canakkale, Balikesir, Izmir ve Manisa) konukcu lokasyonu olarak se¢ilmistir. TUBITAK-
TOVAG 1120554 numarali proje kapsaminda 2013 yilinda Alternaria spp. patojenleri izole
edilmistir. Bu izolatlarin patojenik karakterizasyonlart dogrulanmis, morfolojik ve
filogenetik tiir degerlendirmeleri yapilmistir (Ozkiling ve ark yaymlanmanus veri,
TUBITAK-TOVAG 1120554 numarali proje). Alternaria Yanikligi goriilen Pistacia spp.
(P. vera-Antepfistigi, P. terebinthus-Menegi¢, P. atlantica-Atlantik sakizi, P. lentiscus-
Sakiz agacr) konukgularindan elde edilen, tiir ve patojenik karakterizasyonu yapilarak tek
spor izolasyonu gerceklestirilen Alternaria spp. izolatlar1 (Cizelge 3.1.), tekrar alt kiiltiire

alinarak tez ¢alismasinda kullanilmustir.

Cizelge 3.1. TUBITAK-TOVAG 1120554 numarali proje kapsaminda o6rneklenmis

koleksiyondan tez galismasi i¢in segilen izolatlara ait bilgiler

Morfolojik

Sehir izolat Kodu Konukcu Tiir Filogenetik Tiir
27 -02/1 P. vera A. alternata
27 -11/1 P. vera A. alternata
27 - 16/1 P. vera A. alternata
27 - 16/3 P. vera A. tenuissima
27- 46/3 P. vera A. alternata
GAZIANTEP 27-02/1-G  P.terebinthus A. tenuissima
27-10/2-G P. vera A. tenuissima
27-16-G P. vera A. alternata .
27-31/1-G P. vera A. alternata Alternang .
alternata/tenuissima
27-34-G P. vera A. alternata
27-10/2-GY P. vera A. alternata
63-02/4 P. vera A. alternata
63-04/4 P. vera A. alternata
SANLIURFA 63 - 09 P. vera A. tenuissima
63-12/1 P. vera A. alternata
63-13/4 P. vera A. alternata
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Cizelge 3.1. (Devami) TUBITAK-TOVAG 1120554 numarali proje kapsaminda

orneklenmis, tez ¢alismasi i¢in segilen izolatlara ait bilgiler

Morfolojik

Sehir izolat Kodu Konuk¢u Tiir Filogenetik Tiir
63-22/1 P. vera A. alternata
63 -23/2 P. vera A. alternata
63 - 37 P. vera A. alternata
63-21/2-G P. vera A. alternata
63-23-G P. vera A. alternata
63-35-G P. vera A. alternata
SANLIURFA 63-48-G P. vera A. alternata
63-04-GY P. vera A. alternata
63-13-GY P. vera A. tenuissima
35-15 P. vera A. alternata
35-16/1 P. atlantica A. alternata
35-16 /2 P. atlantica A. alternata
[ZMIR 35-18 P. atlantica A. alternata
35-20/1 P. atlantica A. alternata
35-22/2 meyve  P. lentiscus A. tenuissima
35-35 P. lentiscus A. alternata
35-37 P. terebinthus  A. alternata Alternaria
35-37Y1 P. terebinthus  A. tenuissima | alternata/tenuissima
35-41 P. terebinthus  A. alternata
35-43 P. terebinthus  A. alternata
45 -16 P. vera A. alternata
45-26/1 P. vera A. alternata
MANISA 45-29 P. vera A. alternata
45 - 43 P. vera A. alternata
45 - 57 P. atlantica A. alternata
45 - 58 P. vera A. alternata
17-12 P. vera A. alternata
17-15 P. terebinthus  A. tenuissima
CANAKKALE 17-17 P. vera A. alternata
17-05-G P. terebinthus  A. tenuissima
17-07-G P. terebinthus  A. alternata
17-11-GY  P.terebinthus A. tenuissima
BALIKESIR 10-14 P. terebinthus  A. alternata
10-15 P. vera A. alternata
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Izolatlarin isimlendirilme sekilleri; ilk rakam il plaka kodu, ikinci rakam lokasyon
numarasi, U¢iincii rakam var ise 6rnekleme yapilan agag ve toplandig1 doneme gore yaz sonu
ise “G” kodu kullanilmastir.

Projesi kapsaminda, orneklenmis izolatlardan secilenlere ek olarak Dr. Tobin L.
Peever tarafindan A.B.D.’deki Antepfistigi’'ndan elde edilmis ve morfolojik teshisleri Dr.
B.M. Pryor tarafindan yapilmis izolatlar da tez ¢alismasinda kullanilmistir (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Tez galismasi i¢in segilen A.B.D orjinli izolatlara ait bilgiler

Ulke izolat Kodu Konukgu Morfolojik Tiir Filogenetik Tiir
BMP - 0653 P. vera A. alternata
BMP - 0591 P. vera A. alternata
BMP - 0612 P. vera A. alternata
ABD BMP - 0561 P. vera A. alternata Alternarif'i _
o BMP - 0517 P. vera A. tenuissima | alternata/tenuissima
BMP - 0480 P. vera A. tenuissima
BMP - 0610 P. vera A. tenuissima
BMP - 0660 P. vera A. tenuissima

3.1.2. Fungal Kiiltiirlerin Gelisiminde Kullanilan Besi Ortamlari

Kat1 besi ortami; PDA (Potato Dextrose Agar 1.10130.0500, Merck), zayiflatilmis-
weak-PDA (Agar, 05039 Sigma-Aldrich), PCA (Potato Carrot Agar; Agar, 05039 Sigma-
Aldrich) ve miselyum gelisimi i¢in siv1 besi ortami1 PDB (Potato Dextrose Broth 7585A

Acumedia®) ortamlar1 kullanilmistir.

3.1.3. Molekiiler Analizlerde Kullanilan Kimyasallar

Genomik DNA izolasyonu: gDNA izolasyonunda manuel yontem ve bazi izolatlar i¢in
DNA ekstraksiyon kiti kullanilmistir. Manuel yontemde; likit fenol (Tekkim), kloroform
(24216-2 Sigma-aldrich), etanol (32221-2 Sigma-Aldrich) ve SDS (Sodium Dodecyl
Sulfate, SDS001.100 BioShop®) kimyasallar1 kullanilmistir.

Manuel yontemle ile yapilan ekstraksiyonda sorun yasanilan bazi drnekler i-genomic

Plant DNA Extration Mini kit (Intron) ile izole edilmistir.
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PCR islemi: PCR amplifikasyonu 100 ul Taqg DNA Polymerase, 5U/ul (Invitrogen®),
2.5 ml 10X PCR buffer, 200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KClI (Invitrogen®), 1 ml MgCl,,
50 mM (Invitrogen®) dNTPs G128, 500 ul, 10 mM (ABM®), ile ger¢eklestirilmistir.

Tagl enzim kesimi: EndoPG bolgesisin kesimi i¢in Taql FastDigest® enzyme
(FD0674-Thermo Scientific), 10x FastDigest Buffer/FastDigest Green Buffer (Thermo
Scientific) kullanilmigtir.

Apal enzim kesimi: OPAL.3 anonim DNA bdélgesinde kesim yapmak amaciyla Apal
FastDigest® enzyme (FD1414-Thermo Scientific), 10x FastDigest Buffer/FastDigest Green
Buffer (Thermo Scientific) kullanilmstir.

Elektroforez ve Jel Goriintiileme: Elektroforez i¢in hazirlanan TBE tampon ¢ozeltisi
(buffer), Tris (TRS001, BioShop®), EDTA (EDT001.500 BioShop®), Borik Asit
(BOR001.500 BioShop®)’den olugmaktadir. pH degerini 8.00 a dengelemek i¢in HCI ve
sodyum hidroksit (NaOH; 106462, E Merck), pH dengeleyici olarak kullanilmistir. Agaroz
jel (N605 Amresco) hazirlanarak, yiikleme sirasinda 6X Loading Dye (Invitrogen®),
RedSafe™ Niikleik asit boyama soliisyonu (Intron), DNA marker, 250bp (Amresco)

kullanilmustir.

3.1.4. izolatlarin Gelismesi ve Molekiiler Analizlerde Kullanilan Cihazlar

Fungal patojen kiiltiirlerinin hazirlanmasinda ve gelismesinde, steril kabin (The Esco
Airstream® Class II), otoklav (Niive), hassas terazi (Shimadzu), siticili karistirict (Wisd),
orbital ¢alkalayic1 (SSL1 Stuart), inkiibator (JSR), iklimlendirme kabini (Niive), buzdolab1
(Bosch), -20 derin dondurucu (Bosch), kamerali 151k mikroskobu (Euromex), kamerali stereo
mikroskop (MS 1107 Micros), mikrodalga (Bosch), sivi azot tanki (LN2);

DNA izolasyonu ve PCR calismalarinda, vakumlu pompa (Rocker), liyofilizator
(Christ), -20°C derin dondurucu (Bosch), -80°C derin dondurucu (Operon), mini santrifiij
(CF-5 Wisd), mikropipet (Eppendorf), sogutmali santrifiij (Hettich), vakumlu santrifiij
(Labconco), vorteks (Dragonlab), pH metre (Hanna Instruments HI 2211) ¢eker ocak (Setra),
PCR cihaz1 (Bio-Rad), yatay elektroforez ve giic kaynagi (Thermo), Quantum ST5
bilgisayarli jel gorlintileme sistemi (Vilber Lourmat), Quantum STS5 Elektroforez jel
goriintiileme sistemi software (Vilber Lourmat), kuru blok 1sitict (BSH1002 Benchmark),
NanoQuant DNA konsantrasyon olgiicii (Tecan Infinite® M200 PRO), i-control™
mikroplaka okuyucu software (Tecan Infinite® M200 PRO), buz makinas1 (Izmak)

kullanilmastir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Fungal izolatlar

TUBITAK-TOVAG 1120554 numaral1 proje kapsaminda, 2013 yili Mayis ve Eyliil
aylar1 arasinda iki déonem olmak flizere izolatlar toplanarak isimlendirilmistir. Bu kiiltiir
koleksiyonuna ait izolatlar, tekrar kiiltiire alinarak kullanilmistir. Tez kapsaminda bu

izolatlardan yararlanilmustir.

3.2.1.1. izolatlarin Saklanmasi
Projeye ait izolatlar, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve
Genetik laboratuvarinda -20°C’de kagit iizerinde zarflarda ve —80°C’de gliserol stok

sollisyonu icerisinde muhafaza edilmistir.

3.2.1.2. Besi ortamlarimin Hazirlanmasi

Alternaria spp. izolatlarinin ¢imlendirilmesi islemi, PDA ortaminda yapilmistir.
Patates-dekstroz-agar hazir karisimindan 39¢/l olarak hazirlanan besi yeri otoklavda steril
hale getirilmistir.

Morfolojik tanimlamalar i¢in izolatlarin zayiflatilmis (weak)-PDA ve PCA
ortamlarinda gelisimleri izlenmistir. Zayiflatilmis (weak)-PDA ortami 12 g PDA ve 16 g
Agar ile 1 1t saf suda hazirlanmigtir. PCA ortamu igin 20 g patates ve 20 g havug ile 100 ml
saf su icerisinde 30 dk otoklavlanmistir. Bu karigim, 2 mm porlu elekten gegirilip 20 gr agar
eklenerek 1 It saf su ilavesinden sonra 15 dk tekrar otoklavlanmistir. Boylelikle 1 1t PCA

besiyeri hazirlanmistir.

3.2.1.3. DNA izolasyonu I¢in Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Alternaria spp. izolatlari, 6nceden hazirlanmig PDA besi ortaminda 3-5 giin boyunca,
12 saat karanlik/ 12 saat aydinlik dongiisii saglanarak 24°C sicaklikta inkiibe edilmistir.
Petrilerde, izolat bilgisi ve ekim tarihleri yazilmistir. Fungal kolonilerin bityiimeleri takip
edilmis, hif yapilar1 sivi ortama aktarilabilecek diizeyde gelistigi anda sivi ortama
aktarilmigtir (Sekil 3.1.). Patates-dekstroz sivi besi ortaminda (Potato dextrose broth, PDB)
oda sicakliginda 150 rpm’e ayarl ¢alkalayicili inkiibatorde 5-7 giin boyunca gelistirilmistir.
Yeterli miselyum gelisimi gozlendiginde sivi ortamlar vakumlu pompa yardimiyla
stiziilmiis, miselyumlar 2,0 ml’lik ependorf tiiplerine alinarak liyofilizasyon islemine tabi

tutulmustur. Liyofilize rnekler kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.1. Antepfistigi’nda Alternaria yaniklik etmeni Alternaria spp. izolatlarinin PDA

ortamindaki kiiltiir goriintiileri

3.2.1.4. Genomik DNA izolasyonu

Liyofilize dokular, metal ¢ubuk vb. kullanilarak mekanik kuvvetle toz haline
getirilerek DNA izolasyonuna hazirlanmistir. Izolatlarin DNA izolasyonun bir kism1 manuel
(Dobinson ve ark., 1995), bir kismi1 da DNA izolasyon kiti (Intron i-genomic Plant DNA
Exraction Kit) ile gergeklestirilmistir. DNA izolasyon Kkiti ile yapilan ekstraksiyon igin Kite
ait prosediir izlenmistir. Manuel yontem i¢in liyofilize dokunun bulundugu ependorf tiipleri,
400 ml liziz tampon ¢dzeltisi ile slispanse edilmistir. Tiipler, 3 dk boyunca hizlica vorteks
ile homojenize hale getirilmistir. 450 uL 1:1 oraninda hazirlanmis fenol/kloroform 6rneklere

eklenmis ve 30 sn boyunca yavasca ¢alkalanmistir. Faz ayrimimi saglamak amaciyla 5 dk
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boyunca 13000 rpm de santrifiij yapilmistir. Fenol/kloroform ile ayrilan sulu faz ependorf
tiipline aktarilmistir. Temiz bir pellet goriilene kadar bu islem uygulanmistir. Son sivi faz
%095’lik etanol ile siispanse edilerek 5 dk buzda bekletilmis ve sonrasinda 13000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Niikleik asit pelteleri %70 etanol ile 13000 rpm’ de santrifiij edilerek
yikanmustir. Tiipler vakumlu santrifiije alinarak 40 dk boyunca kurutulmustur. gDNA’larin
bulundugu tiiplere 100 uL TE (Tris-EDTA) tampon ¢ozeltisi eklenerek ¢oziilmiistiir ve 1 uL
RNAase ilave edilerek 37°C de 3 saat boyunca inkiibe edilerek gDNA izolasyonu
tamamlanmistir. NanoQuant cihazinda A260/A280 dalga boyunda o6l¢iimleri yapilmis,
gDNA’nin kalitesi ve miktar1 kontrol edilerek molekiiler ¢aligmalarda kullanima hazir hale
getirilmistir. Izolatlarn gDNA’lar1 stoktan ayr1 olarak PCR’da kullanilmak iizere 20 ng

konsantrasyona dilue edilmistir.

3.22. PCR Tabanh Molekiiler Tani, Esey Tipi Belirlenmesi ve
Genetik/Filogenetik Cesitlilik

Molekiiler tan1 amaciyla Alternaria spp. genomunda protein kodlayan 3 bolge: Major
Allergen al (Alt_a_1), Endopolygalacturanase (EndoPG), Histon-3 (H-3) ve bir de SCAR
markiri olarak gelistirilmis bir anonim DNA bolgesi (OPAL.3) kullanilmistir. Bu lokuslarin
daha onceki ¢alismalarda da Alternaria tiirleri i¢in filogenetik agidan bilgilendirici oldugu
bilinmektedir. Primer se¢imleri, onceki ¢alismalardan yararlanilarak yapilmistir (Cizelge
3.3).

PCR reaksiyonlarinda, ~20 ng kalip (template) gDNA, 1X Taqg Polimeraz tampon
cozeltisi (buffer) (200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCl), 1.5 mM MgClz, 2 mM dNTP
karigimi, 0.4 mM ileri ve geri primerler, 1 iinite Taq Polimeraz enzimi olacak sekilde 25 pL
reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Reaksiyon kosullari; ilk denatiirasyon 95°C-5 dk takiben
35 dongii 95°C-20 sn, 59-61 °C-30 sn (baglanma sicakliklar her bir bolge i¢in optimize
edilmistir) ve 72°C-30 sn ve son uzatma evresi tek dongii 72°C-10 dk olarak yapilmuistir.
PCR iiriinlerinin elektroforez islemi, 0,5 ug niikleik asit floresan isaretleyici boya (Safe

view) igeren %1,5’lik agaroz jelde, 30 dk/100 V’ da gerceklestirilmistir.
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9¢

Cizelge 3.3. Antepfistig1 (Pistacia vera L.) ve yabani tiirlerinde Alternaria yaniklik etmeni Alternaria spp. tiiriiniin molekiiler varyasyonlarini

saptamak i¢in kullanilan filogenetik bolgeler ve primer setleri

Filogenetik Bolge Primer Kodu P”mer,F (ilerii,Primer R, (geri) Uzun'ﬂk Referans
... W -37) (be)

A ATGCAGTTCACCACCATCGC/

Alt_a_1 gen bolgesi Alt-F ve Alt-R ACGAGGGTGATGTAGGCGTC 368 Pryor ve ark., NS_F-!:)EB

0918668 projesi

.y TACCATGGTTCTTTCCGA/

EndoPG gen bolgesi PG3-F ve PG2-R RCARTCRTCYTGRTT 419 Peever ve ark., 2004

ATGCAGTTCACCACCATCGC/ Glass ve Donaldson, 1995

Histon — 3 gen bolgesi H3-1a ve H3-1b ACGAGGGTGATGTAGGCGTC 386 /334

OPA1.3 anonim DNA CAGGCCCTTCCAATCCAT/

bolgesi OPA1.3-F ve OPA1.3-R AGGCCCTTCAAGCTCTCTTC 819 Peever ve ark., 2004
.y AL-MAT-L / AA- ATGCAGTTCACCACCATCGC/

MAT1.1 gen bolgesi MAT1867 ACGAGGGTGATGTAGGCGTC 568 Start ve ark., 2011
oy AL-MAT-L / AA- ATGCAGTTCACCACCATCGC/

MAT1.2 gen bolgesi MAT1867 ACGAGGGTGATGTAGGCGTC 748 Start ve ark., 2011

* Sekans verilerinin diizenlenmis haldeki uzunluklar1 gostermektedir.



3.2.2.1. Alt_a_1 Gen Bolgesi

Alt_a 1 gen bolgesi i¢in secilen 59 izolat ¢alisilmistir. Pryor ve ark., (2004) tarafindan
dizayn edilen Alt-F ve Alt-R primerler, ¢alisma i¢in se¢ilmistir (Cizelge 3.3.). Bolge icin
secilen primerlerin baglanma sicakligi 59°C’dir. PCR fiirlinlerinin jel tizerindeki bantlari

bilgisayarli jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir (Sekil 3.2.).

500bp-10kb

Sekil 3.2. Alt_a_1 bolgesi PCR sonucu elde edilen tirtinlerin elektroforez sonucu (Amplikon

uzunlugu ~500 bg olarak tespit edilmistir.)

3.2.2.2. EndoPG Gen Bolgesi

EndoPG gen boélgesi igin segilen 59 izolat ¢alisilmigtir. Daha 6nceki ¢alismalarda
dizayn edilmis PG3-F ve PG2-R primerlerinden yararlanilarak (Cizelge 3.3.) PCR islemi
gergeklestirilmistir. EndoPG bolgesi i¢in secilen primerlerin baglanma sicakligi 59°C olarak
ayarlanmistir. PCR iriinlerinin jel Uzerindeki bantlari, bilgisayarli jel goriintiileme

sisteminde goriintiilenmistir (Sekil 3.3.).

250bp-10kb

Sekil 3.3. EndoPG boélgesinin PCR sonucu elde edilen iiriinlerin elektroforez sonucu

(Amplikon uzunlugu ~500 bg olarak saptanmuistir.)

EndoPG bolgesi tizerinde Taql enzimi kullanilarak kesim yapilmistir. Bu enzim
kesimine bagli olarak A. alternata/A. tenuissima ve A. arborescens ayriminin yapilabildigi
ilk kez bu ¢alisma kapsaminda tespit edilmistir. Enzim kesim bolgesi “ 5'---T | CGA---3' -
3'---AGC|T---5' ” dizisidir (Sato, 1978). Enzim kesim reaksiyonlarinda, 17 pl niikleaz
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icermeyen (nuclease-free) H20, 2 ul 10X FastDigest Green tampon ¢ozeltisi (buffer), 10 ul
PCR iiriindi, 1 pl Fast Digest enzimi kullanilmistir. Enzim kesim reaksiyonu 65 °C de 5dk
olarak uygulanmistir. Bu reaksiyonlarda A. arborescens izolatlar1 da kullanilmistir (EGS-
39-128, Simmons, 1999; 02-28, 02-29-1 ve 31-09, Ozkiling ve ark., TUBITAK-TOVAG
1120554 numarali proje).

3.2.2.3. OPA1.3 Anonim DNA Bolgesi

OPA1.3 anonim DNA bolgesi i¢in segilen 58 izolattan 57’si ¢alisilmis, 1 izolattan
(BMP 0660 kodlu izolat) PCR isleminde tiriin alinamamistir. Daha onceki ¢alismalarda
dizayn edilmis OPA1.3-F ve OPA1.3-R primerleri kullanilmigtir (Cizelge 3.3.). Cogaltilan
bolgenin baglanma sicakligi, 61°C olarak ayarlanmistir. PCR iiriinlerinin jel lizerindeki

bantlari, bilgisayarli jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir (Sekil 3.4.).

500bp-10kb

Sekil 3.4. OPAL1.3 anonim DNA boélgesi PCR sonucu elde edilen iiriinlerin elektroforez
sonucu (Amplikon uzunlugu ~900 bg olarak tespit edilmistir.)

OPA1.3 bolgesi tizerinde molekiiler tiir teshisine isaret eden Apal enzim kesimi
dogrulanmistir (Tymon ve ark., 2015). Kiyaslama amagl A. arborescens izolatlar1 da
kullanilmigtir. Enzim kesim bolgesi “5' GGGCC|C 3' - 3' C1CCGGG 5' ” dizisidir (Sato,
1978). Enzim kesimi i¢in hazirlanan reaksiyonlarda, 17 ul niikleaz igermeyen (nuklease-
free) H20, 2 ul 10X FastDigest Green tampon ¢ozeltisi (buffer), 10 ul PCR iriinii, 1 pl Fast

Digest enzimi kullanilmistir. Enzim kesim reaksiyonu 37 °C de 20 dk olarak uygulanmustir.

3.2.2.4. Histon-3 (H-3) Gen Bolgesi

Histon — 3 gen bolgesi i¢in segilen 58 izolattan BMP — 0480 ve izolatinin PCR sonucu
alimamadigindan 57 izolat ¢aligilmistir. PCR iirlinlerinin jel {izerindeki bantlar1 bilgisayarl
jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir. Histon-3 bolgesine ait primerlerin baglanma

sicakligi 59°C olarak ayarlanmistir (Cizelge 3.3.). Bant biiytikliikleri, ¢ogaltilan bolge iginde

28



bir intronun varlig1 veya yokluguna goére bazi izolatlar icin ~500 bg, bazi izolatlar igin ise
~550 bg biiyiikliigiinde olmustur (Sekil 3.5.).

-HISTON-3 ' %

-;——-———-———«u-' e

250bp-10kb

Sekil 3.5. Histon-3 bolgesinin PCR sonucu elde edilen iiriinlerin elektroforez sonucu

(Amplikon uzunluklar1 ~500 (a) bg¢ ~550 bg (b) olarak tespit edilmistir.).

3.2.2.5. Esey Tipi Belirlenmesi

Secilen 59 izolat i¢in esey tipinden sorumlu MAT1 lokusu tlizerindeki Matl.1 ve ya
Matl.2 idiomorflarindan hangisini tasidigr molekiiler yontemlerle belirlenmistir. MAT1.1
idiomorfu i¢in dizayn edilmis AL-MAT-L / AA-MAT1867 primerleri, MAT1.2 bolgesi igin
AA-MAT2-1691 / ASM1-8 primerleri kullanmilmistir (Cizelge 3.3.). Esey tiplerini
belirlemede kullanilan primerlerin baglanma sicakligi, 59°C olarak ayarlanmistir. PCR
tirtinlerinin jel lizerindeki bantlari, bilgisayarli jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmigtir.

(Sekil 3.6.).

AL-MAT-L/AA-MATI1-867 MATI-1 AA-MAT2-1691 / ASM1-8 MAT1-2

Sekil 3.6. Esey tipi lokusu PCR sonucu elde edilen iiriinlerin elektroforez sonucu (MAT1
lokusuna ait idimorflarina ait amplikon uzunlugu MAT1.1 i¢in ~640 bg (a), MAT1.2 i¢in
~880 bg (b) olarak tespit edilmistir.)

3.2.3. Genetik/Filogenetik Iliskilerin Analizi
Tez calismasi kapsaminda, 59 izolat i¢in 4 bolge degerlendirilmistir. Alt_a 1,
EndoPG, Histon-3 protein kodlayan bolgeler ve OPAL.3 anonim DNA bolgesinin sekans

analizleri yapilmak tizere hizmet alim1 gerceklestirilmistir. Sekans iiriinleri, ilk 6nce rAPid
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Alkaline Phosptase ve Exonuclease I ile piirifikasyon islemine tabi tutulmustur. Daha sonra
sekans islemi, 3500xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems) cihaz1 ile
gergeklestirilmistir.

Sekans islemi, PCR iiriinleri icin hem ileri hem geri yonlii olarak yaptirilmistir. ileri
ve geri yonlii okumalar arasinda bir uyumsuzluk gériilmemistir. Sekans islemi sonucunda
her bir pik ifadesi olan niikleotidler degerlendirilmistir. Baz1 PCR iiriinlerinin bozuk gelen
sonuglari tekrar PCR yapilarak sekans analizleri yapilmistir. Alinan sekans sonuglarinin bas
ve son kisimlarindaki okumadan kaynaklanan bozuk okumalar, Bioedit v7.0.53 (Hall, 1999)
programut ile kesilmistir. Her bir sekans sonucu bu sekilde degerlendirilmis, diizenlenmesi
ve siralanmasi (alignment) amaciyla alt alta dizilmistir. izolatlar ¢oklu (mutliple) alignment
yapilarak polimorfik bdlgelerdeki okumalar polimorfizmlerin dogru olup olmadiginin
anlasilmasi agisindan tekrar gozden gegirilmistir. Tiim diizenlemeler bitince NCBI/BLAST-
n ile blast islemi ger¢eklestirilerek NCBI gen bankasinda diger Alternaria spp. izolatlarinin
aynt bolgelerin sonuglart kiyaslanmig ve dizilerin dogrulugundan emin olunmustur.
Alignment islemi MEGA v6. (Tamura ve ark., 2013) programinda ClustalW ile yapilmistir.
Sirali sekilde hazirlanan diziler, okuma farkliligindan kaynaklanan kisa ya da uzun kisimlart,
en fazla uyumun yakalandigi noktadan kesilerek kisa zincirlerde kalan bosluklar eksik
(missing) veri olarak degerlendirilmistir. Sekans verilerine ait popiilasyon i¢i molekiiler
istatistikler (toplam mutasyon, tekli varyasyonlar, parsimony bilgilendirici varyasyonlar,
haplotip sayisi, haplotip cesitliligi, niikleotid cesitliligi) DNAsp v5.1 programi ile analiz
edilmistir.

Genetik uzaklik-yakinlik iligkisini ortaya koyan Neighbour-Joining agaci igin 4
bolgeden elde edilen tiim veri seti lizerinden degerlendirme yapilmigtir. Bunun igin ¢oklu
lokus (multilocus) seti Geneious v9.1 (Kearse ve ark., 2012) programi ile olusturulmustur.
Geneious v9.1 programinda bulunan muscle yontemi ile ¢oklu-diizenleme (multiple
alignment) yapilmis ve diziler tekrar kontrol edilmistir. Maksimum Parsimony agaglar1 her
bolge icin ayri ayri ¢izilmis ve bir dig grup (out-group) kullanilarak koklendirilmistir.
OPAL1.3 anonim DNA bolgesi ve Alt_a_1, EndoPG bolgelerinin agag ¢izimlerinde dis grup
olarak A. brassicicola tiirii i¢in baz dizilimleri NCBI’da kayitli ACIW00000000.1 erigim
(accession) numarali genom dizisinden ¢ikarilan baz dizilimleri kullanilmistir. Histon-3
bolgesi igin dis gurup olarak JX213318.1 kayit numarali A. brassicicola tiiriine ait baz
dizilimleri kullanilmustir.

Neighbour-Joining ve Maksimum Parsimony agaglarmnin ¢izimleri, PAUP* 4.0010

(Swofford, 2003) programi ile yapilmistir. Neighbour-Joining analizinde dendogram 1000
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bootstrap istatistikleri iizerinden alinmis ve %60’ 1n lizerinde desteklenen dallanmalar
degerlendirilmistir. Cizilen agaglarin goriintiilenme islemi i¢in Treeview v1.6.6 ve

Archaeopteryx programlar1 kullanilmastir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgular:

4.1.1. Besi Ortamina Bagh Fungal Gelisimin G6zlenmesi

Alternaria spp. kiiltiir morfolojileri, zayiflatilmis (weak)-PDA ve patates-havug agar
(PCA) ortamlarinda, stereo mikroskop altinda olgimler alinarak konidiofor yapilart ve
gelisimleri tez ¢alismasi kapsaminda yine degerlendirilmistir. Zayiflatilmis PDA ortaminda
yurt digindan gelen izolatlarda goz Oniine alinarak, konidiofor yapilart uzun zincirler
seklinde goriilmiis ve bu zincirlerde ikincil dallanmalar tespit edilmistir. Tespit edilen
dallanma sekilleri, tez ¢alismasi i¢in secilen koleksiyondaki biitiin izolatlarin morfolojik
olarak Alternaria alternata veya ikincil dallanmalar pek gostermeyen A. tenuissima

oldugunu gostermistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. A. alternata zayiflatilmis (weak)-PDA kiiltiir morfolojisi (a), stereo mikroskop

gortntisi (b ve c)
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PCA ortaminda ise 100 uM’nin altinda konidiofor biiyiikliikleri alinmistir (Sekil 4.2.).
Kiigiik sporlu tiirlerin teshisinde kullanilan bu iki yontem, morfolojik yapilarin daha belirgin

hal gelmesini ve konidiofor uzunluklarinin izlenebilmesini saglamaktadir.

Length:90.33um)|
L13
Length:89.95u

~ e,
Length:87.65um . *
L6
-

Sekil 4.2. A. alternata PCA besi ortaminda kiiltiir morfolojisi ve 151k mikroskobu ile ¢ekilmis

spor goriintiileri
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4.1.2. Molekiiler Verilerin Analizleri

4.1.2.1. Alt_a_1 Bolgesi Varyasyonlari

Alt_a 1 bolgesine ait sekans verisi, 368 bg¢ uzunlugunda eclde edilmistir. Tez
kapsaminda c¢alisilan 50 Alternaria spp. izolatlarinin sekans verileri, DNAsp v5.1
programinda degerlendirilmistir. Bu bdlgeye ait baz dizilim verilerinde, 13 mutasyona
rastlanmis vel2 adet parsimony bilgilendirici varyasyon bulunmustur. Niikleotid ¢esitliligi
(Pi) 0,008 olarak hesaplanmustir.

A.B.D’de Antepfistigi agacglarinda tespit edilmis, BMP kodlu 8 Alternaria spp.
orneginin sekans verileri de ¢ikarilarak agag ¢izimlerinde kullanilmistir. Bu grup ile beraber
58 izolat Alt_a_1 bolgesi i¢in 5 haplotip sunmustur. Her bir haplotip igin izolat gruplart Ht
1 icin 35 izolat, Ht 2 icin 4 izolat, Ht 3 icin 8 izolat Ht 4 i¢in 1 izolat ve Ht 5 i¢in 2 seklinde
olusmustur. Haplotip dagilimlari ve her bir haplotip i¢in alinan baz dizilim sonuglari, EK1
ve Ek2’ sunulmustur.

Alt_a 1 bolgesi sekans verisi incelenerek intron kisimlari belirlenmistir. Cogaltilan
kismin 1 adet intron ve 2 ekzon bolgesi igcerdigi tespit edilmistir. Bolgeye ait intron kismi

biiyiikliigi, 59 b¢ olarak bulunmustur.

4.1.2.1.1. Alt_a_1 Bélgesi Icin Maksimum Parsimony Analizi

Maksimum Parsimony analizine ait filogram ¢izimi, bootstrap istatistikleri alinarak
yapilmustir. Parsimony temelli analizlerde elde edilen verilere gore alinan ortak (majority
rule-consensus) agaci ¢ikarilmigtir. Bootstrap istatistikleri sonucunda aga¢ dallanmalarini
%60’in tlizerinde destekleyen degerler, aga¢ iizerinde gosterilmistir. Bolgeye ait ¢izilen
agacta 3 ana kiimelenme ve 1 de alt kiimelenme ile 4 farkli grup oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.3.).
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61

10_14 _terebinthus
10_15 vera
_{ 17_05_G_terebinthus
17_17 _vera
17_07_G_terebinthus
17_11_GY _terebinthus
17_12 vera
27_02_1_vera
27_02_1_G_terebinthus
27 10 2 G_vera
27_10_2_GY_vera
27_11_1_vera
27_16_1_vera
27 _16_3 vera
27 16 G vera
27 34 G_vera
35_15_vera
45_43_vera
63_02_4 vera
63 13 GY _vera
35_16_2 atlantica
35 18 atlantica
35 20 1 atlantica
35 22 2 lentiscus

35_41_terebinthus
35_43_terebinthus
45 16 _vera
45_26_1_vera
45_29 vera
45 57 atlantica
BMP_0612_ pistachio
BMP_0610_pistachio
63_48_G_vera
45 58 vera
63 04 4 vera
63 04 _GY vera
63_09_vera
63_12_1 vera
63_13_4 vera
63 22 1 vera
63_23_G_vera
63_35_G_vera
63_37_vera
BMP_0653_pistachio
BMP_0591_pistachio

BMP_0517_pistachio

"~ 35_37_Y1_tercbinthus

17_15_terebinthus

27 31_1 G_vera
27_46_3_vera
35_35_lentiscus

35_37_terebinthus

63_21_2 G_vera
63_23_2 vera

BMP_0480 pistachio
35_16_1 atlantica

97 BMP_0660_pistachio
BMP_0561_pistachio
100
o

A. brassicicola

Sekil 4.3. Alt_a_1 bolgesi i¢cin Maksimum Parsimony analizi sonucu elde edilen filogram

Bootstrap degerleri baglanti noktalar1 %60 iizerinde olan gruplar gdsterilmistir.
p deg g gruplar g
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4.1.2.2. EndoPG Bélgesi Varyasyonlari

EndoPG bolgesine ait sekans verisi, 419 b¢ uzunlugunda olmustur. Tez kapsaminda
calisgtlan 50 Alternaria spp. izolatlarinin sekans verileri, DNAsp v5.1 programinda
degerlendirilmistir. Lokusa ait verilerde 5 tekli mutasyon goriilmiistiir. Niikleotid ¢esitliligi
(Pi) 0,069 bulunmustur. EndoPG bolgesi sekans verisi incelenmis ve herhangi bir intron
kismini icermedigi tek bir ekzon bolgesinin ¢ogaltildig: tespit edilmistir.

Agac cizimlerinde A.B.D’de Antepfistig1 agacglarinda tespit edilmis, BMP kodlu 8
Alternaria spp. o6rneginin sekans verileri ¢ikarilarak agag gizimlerinde kullanilmistir. Bu
grup ile beraber 58 izolat EndoPG bolgesi igin 5 haplotip sunmustur. Her bir haplotip i¢in
izolat gruplar1 Ht 1 i¢in 41 izolat, Ht 2 i¢in 1 izolat, Ht 3 i¢in 1 izolat, Ht 4 i¢in 4 ve Ht 5-6-
7 i¢in 1’er izolat seklinde olugsmustur. Haplotip dagilimlar1 ve her bir haplotip i¢in alinan
baz dizilim sonuglari, Ek1 ve Ek3’de sunulmustur.

EndoPG bdlgesinin diizenlenmis sekans verisi iizerinden Taql enziminin kesim
bolgelerine bakilmistir. Ulkemizde cesitli bolgelerden izole edilmis Alternaria spp.’ye ait
50 izolatta 2 kesim bolgesi oldugu goriilmiistiir. Taql enzimi bolge lizerinde kesim noktalari
31 — 32 numarali bazlarin ve 364 — 365 numarali bazlarin arasi olarak tespit edilmistir. A.
arborescens igin ise 31 — 32 numarali bazlarin, 313-314 numarali bazlarin ve 364 — 365
numarali bazlarin arasi olarak 3 kesim noktasi icermektedir (Sekil 4.4). A. alternata/A.
tenuissima grubuna ait EndoPG bélgesi sekans verisi tizerinde Taql enzimine ait kesim
noktalarina bakildiginda 31bg, 333b¢ ve 55b¢ uzunlugunda 3 banda ayirmaktadir. Ayni
enzim ile A. arborescens tiiriine ait EndoPG sekans verisinin kesim noktalarina bakildiginda
31bg 282 b¢ 51b¢ ve 55 bg uzunluklarinda bantlara ayirmaktadir. Elde edilen bu bantlar
icerisinde en biiyilk parga olan A. alternata/A. tenuissima grubu igin 333 bg ve A.
arborescens igin 282 bg %1°lik agaroz jel elektroforezinde goriilebilmektedir (Sekil 4.4.).
Bant biiyiikligii farkina dayali olarak tiir ayrim: yapilabilmektedir.
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Sekil 4.4. EndoPG bolgesinin Taql enzimi ile kesim yapilarak goriintiilenen elektroforez jel

goriintiist, Sirasiyla 4 izolat A. arborescens (a), ve 6 izolat A. alternata/A. tenuissima (b)

4.1.2.2.1. EndoPG Bélgesi I¢in Maksimum Parsimony Analizi

Maksimum Parsimony analizine ait filogram ¢izimi, bootstrap istatistikleri alinarak
yapilmistir. Parsimony temelli analizlerde elde edilen verilere gore alinan ortak (majority
rule-consensus) agaci ¢ikarilmistir. Bootstrap istatistikleri sonucunda %60’in tizerinde
alinan degerler, agag iizerinde gosterilmistir. Bélgeye ait Maksimum Parsimony agacin da

A.B.D’den temin edilen 2 izolattan olusan grup disinda baska bir ayrim goriilmemistir (Sekil
45.).
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10_14_terebinthus
10 15 vera
17_05_G_terebinthus
17_07_G_terebinthus
17 11 _GY terebinthus
— 17_12 vera
17 _15 terebinthus
17 17 vera
27_02 1 vera
27 02 1 G terebinthus
27 10 2 G vera
27 10 2 GY vera
27_11 1 vera
27 16 G vera
2731 1 G vera
27_34 G_vera
27 46 3 vera
35_15 vera
35 16 1 atlantica
35 16 2 atlantica
35_18_atlantica
35_20_1_atlantica
35 22 2 lentiscus
35 35 lentiscus
35_37_Y1_terebinthus
35 41 terebinthus
35_43_terebinthus
45_16 vera
45 26 1 vera
45_29 vera
45 43 vera
45_57 _atlantica
45 58 arb vera
63_02 4 vera
63 04 GY vera
63 09 vera
63_12 1 vera
63 13 4 vera
63_13_GY _vera
[ 63_21 2 G vera
63_22 1 vera
[ 63 23 2 vera
63_23_G_vera
63_35_G_vera
63 37 vera
BMP_0653_pistachio
63 BMP 0517 pistachio
BMP 0660 pistachio
[ BMP_0480_pistachio
BMP 0561 pistachio
BMP_0591_pistachio
BMP_0610 pistachio
[ BMP_0612_pistachio
27 16 1 vera
27 16 3 vera
63_04_4 vera
63 48 G vera
35 37 terebinthus

1.0 A. brassicicola
-

Sekil 4.5. EndoPG bdélgesi i¢in Maksimum Parsimony analizi sonucu elde edilen filogram

Bootstrap degerleri baglant1 noktalar1 %60 {izerinde olan gruplar gosterilmistir.
p deg g gruplar g
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4.1.2.3. Histon-3 Bolgesi Varyasyonlari

Histon-3 lokusuna ait sekans verisi, 386 b¢ ve 334 b¢ uzunlugundadir. Tez kapsaminda
calisgtlan 50 Alternaria spp. izolatinin sekans verileri, DNAsp v5.1 programinda
degerlendirilmistir. Bolgeye ait verilerde, 15 mutasyona rastlanmis, 2 tekli mutasyon
goriilmiis ve 13 adet parsimony bilgilendirici varyasyon bulunmustur. Niikleotid ¢esitliligi,
(Pi) 0,013 olarak hesaplanmustir.

A.B.D’de Antepfistigi agacglarinda tespit edilmis, BMP kodlu 7 Alternaria spp.
orneginin sekans verileri ¢ikarilarak agag ¢izimlerinde kullanilmistir. Bu grup ile beraber 57
izolat Histon-3 bolgesi verilerine gore 10 haplotip sunmustur. Her bir haplotip i¢in izolat
gruplar1 Ht 1 i¢in 10 izolat, Ht 2 i¢in 14 izolat, Ht 3 i¢in 12 izolat Ht 4 i¢in 1 izolat, Ht 5 igin
2 izolat, Ht 6 i¢in 3 izolat, Ht 7 i¢in 1 izolat, Ht 8 i¢in 1 izolat, Ht 9 i¢in 3 izolat ve Ht 10
icin 3 izolat seklinde olusmustur. Haplotip dagilimlar1 ve her bir haplotip i¢in alinan baz
dizilim sonuglari, Ek1 ve Ek4’de sunulmustur.

Histon-3 bolgesi sekans verisi incelendiginde, 2 ekzon ve 2 intron bolgesi oldugu
goriilmiistiir. Intron bolgelerinden biri cogaltilan DNA bdlgesinin 5° baslangi¢ kisminda yer
almakta, digeri ise tlim izolatlarda gériilmemektedir. Bu nedenle bdlgeye ait bir intron giris

¢ikist oldugu tespit edilmistir.

4.1.2.3.1. Histon-3 Bolgesi I¢cin Maksimum Parsimony Analizi

Maksimum Parsimony analizine ait filogram ¢izimi, bootstrap istatistikleri alinarak
yapilmistir. Parsimony temelli analizlerde elde edilen verilere gore alinan ortak (majority
rule-consensus) agaci ¢izilmistir. Bootstrap istatistikleri sonucunda, %60’in {izerinde alinan
degerler, agag tizerinde gosterilmistir. Histon-3 bolgesi igin ¢izilen Maksimum Parsimony
agacinda %60’1n tizerinde desteklenen 5 adet alt kiimelenme tespit edilmistir (Sekil 4.6.).
Bu bolgenin sekans verileri ile gizilen Parsimony agacinda, %70 ile desteklenen intron
girisinin goriildiigi 15 izolat tespit edilmis ve Sekil 4.6.’de kutu igerisinde gdsterilmistir. Bu
izolatlar %70’lik bootstrap degeri ile ayr1 bir grup olarak goriilmiistiir. Bu 15 izolatin 11
tanesi, proje kapsaminda izole edilmis izolatlardan segilen grup igerisinden, 4 tanesi ise

A.B.D. orijinli izolatlar secilen gruptan olusmaktadir.
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10_14_terebinthus
10_15 vera
35_35_lentiscus

35 43 terebinthus
9l —— 63_04_GY_vera
63_23_G_vera
BMP 0517 pistachio
BMP_0561_pistachio
BMP 0591 pistachio

62

27 16 G vera
35_18 atlantica

63_23 2 vera / \
17_07_G_terebinthus

27 11 1 vera

27 46 3 vera
45_43_vera

45 57 atlantica
63 02 4 vera
63_09_vera

63 13 4 vera
63_13_GY_vera
63_22 1 vera

63 35 G vera
BMP_0653_pistachio
BMP_ 0612 pistachio

BMP_0610_pistachio
70 | BMP 0660 pistachio

70

17_12_vera
35 16 2 atlantica
35 37 terebinthus
17_05_G_terebinthus
17 11 _GY terebinthus
17_15_terebinthus
27_02_1 vera
27 10 2 G _vera
27_16_1 vera
6127 16 3 vera
27 31 1 G vera
27 34 G_vera
35 16 1 atlantica
35_22 2 lentiscus
45_26_1 vera
45 29 vera
63_04_4 vera
17 17 vera
27 02 1 G terebinthus
35_15_vera
35 20 1 atlantica
35_37_Y1_tercbinthus

35_41_terebinthus
45 16 vera
45 58 vera
63 21 2 G vera
63 37 vera
63 48 G vera

27 10 2 GY vera

63_12 1 vera
A. brassicicola

1.0

Sekil 4.6. Histon-3 bolgesi i¢cin Maksimum Parsimony analizi sonucu elde edilen filogram
(Bootstrap degerleri baglanti noktalar1 %60 tizerinde olan gruplar gosterilmistir. Kutu i¢ine

alinan kisimda intron girisinin gézlendigi 15 izolat gosterilmistir.)
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4.1.2.4. OPA1.3 Anonim DNA Bolgesi Varyasyonlari

OPAL.3 bolgesine ait sekans verisi, 819 b¢ uzunlugundadir. Tez kapsaminda ¢aligilan
50 Alternaria spp. izolatlarmin sekans verileri, DNAsp v5.1 programinda
degerlendirilmistir. Lokusa ait verilerde 49 mutasyona rastlanmis, 4 tekli mutasyon
goriilmiis ve 44 adet parsimony bilgilendirici varyasyon bulunmustur. Niikleotid ¢esitliligi
(Pi) 0,017 bulunmustur.

A.B.D’de Antepfistigi agaglarinda tespit edilmis, BMP kodlu 8 Alternaria spp.
orneginin sekans verileri ¢ikarilarak aga¢ ¢izimlerinde kullanilmistir. Bu grup ile beraber 58
izolat OPAL.3 bolgesinden alinan verilere gore 12 haplotip sunmustur. Her bir haplotip i¢in
izolat gruplar1 Ht 1 i¢in 3 izolat, Ht 2 i¢in 20 izolat, Ht 3 i¢in 1 izolat Ht 4 i¢in 7 izolat, Ht 5
icin 3 izolat, Ht 6 i¢in 1 izolat, Ht 7 i¢in 2 izolat, Ht 8 icin 1 izolat, Ht 9 i¢in 1 izolat, Ht 10
icin 2 izolat, Ht 11 igin 3 izolat ve Ht 12 i¢in 6 izolat seklinde olusmustur. Haplotip
dagilimlar1 ve her bir haplotip i¢in alinan baz dizilim sonuglar1 Ek1 ve EK5’de sunulmustur.

OPAL.3 bolgesi iizerinde Apal enzimi ile kesim yapilmistir. Ulkemizde ¢esitli
bolgelerden izole edilmis 50 A. alternata/A. tenuissima grubu izolatlarinda 2 kesim bolgesi
oldugu goriilmiistiir. Kesim noktalari, OPA1.3 bolgesi lizerinde 55-56 numarali bazlar ve
349-350 numarali bazlarin arasinda tespit edilmistir. Kesim bolgesine ait goriintii Sekil 4.7.

de gosterilmistir.

OPA1.3

2000bp
1500bp

1000bp

500bp

Y |
500 bp-10kb

Sekil 4.7. OPA1.3 anonim DNA bdlgesinin Apal enzimi ile kesim yapilarak goriintiilenen

elektroforez jel goriintiisii, 1 ve 2 numarali izolatlar A. arborescens (a), 3, 4 ve 5 A. alternata

(b)

41



4.1.2.4.1. OPA1.3 Anonim DNA Bélgesi ve Maksimum Parsimony Analizi

Maksimum Parsimony analizine ait filogram ¢izimi, bootstrap istatistikleri alinarak
yapilmistir. Parsimony temelli analizlerde elde edilen verilere gore alinan ortak (majority
rule-consensus) agaci ¢izilmistir. Bootstrap istatistikleri sonucunda %60’in tizerinde alinan
degerler, agac lizerinde gosterilmistir. Bolgeye ait Maksimum Parsimony agacinda, 2 adet

ana kiimelenme ve 5 adet alt kiimelenme tespit edilmistir (Sekil 4.8.).
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100

99

10 14 terebinthus
10_15_vera
35_16_2 atlantica
35 18 atlantica

1715
35 35

45_16_vera
45_58_vera

63 23 G vera
BMP_0591_pistachio

BMP 0480 pistachio
terebinthus

_lentiscus

17_05_G_terebinthus
17_17_vera
35_20_1_atlantica

60 35 22 2 lentiscus
[145_26_1 vera

45 29 vera

[ 63 13 GY vema

[ 63_23_2 vera
BMP_0517_pistachio
27 02_1_vera

| | 35_41_terebinthus
BMP 0653 pistachio
BMP_0561 pistachio
27 02 1 G fterebinthus
27 10 2 G vera

[ 27 10 2 GY vera
27 11 1 wvera

6127 16 1 vera

‘l{ 27 16_3 vera

95| '63 04 4 vera

82

27 16 G vera
27311 G_vera
27 34 G vera
27 _46_3_vera
35_16_1_atlantica
35 37 terebinthus
35_37_Y1_terebinthus
45_43_vera
63_02_4 vera
63_04_GY_vera
63 09 vera
63_12 1 vera
63_13_4 vera
63 21 2 G vera
63_22 1 vera
63 35 G vera
63_37_vera
63_48_G_vera
BMP 0612 pistachio
BMP_0610_pistachio
17 07 G terebinthus
17_12 vera

100| !'35_15_vera

17 11 GY terebinthus

35_43_terebinthus

45 57 _atlantica

IlO,O

Sekil 4.8. OPA1.3 anonim DNA bolgesi igin Maksimum Parsimony analizi ile elde edilen

A. brassicicola

filogram (Bootstrap degerleri baglanti noktalar1 %60 tizerinde olan gruplar gosterilmistir.)
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4.1.2.5. Sekanslanan Bolgelerin Multilokus Dizisi ve Neighbour-Joining Analizi

Uzaklik yakinlik temelli Neighbour-Joining analizi ile dendogram ¢izimi yapilmistir.
Agac gruplarinin 1000 bootstrap istatistikleri analiz edilmis ve %60’in {lizerinde alinan
degerler, agag lizerinde gosterilmistir.

Sekans verisi alinan her bir bolge icin Neighbour-Joining analizleri yapilarak
dendogramlarina bakilmistir. Dort genomik DNA bolgesinden alinan veriler {izerinden
gizilen Neighbour-Joining agaci tizerinde ¢ok sayida dallanmalar goriilmiistiir (Sekil 4.9.).
Ancak bu dallanmalar bolge, konukgu veya drnekleme dénemi gibi izolat orijinlerine bagh
bir gruplandirma yapmamustir. Bu gruplar, ¢ok kuvvetli desteklenen gruplanmalar
olmamustir. Genel olarak varyasyonlarin bulundugu bir popiilasyon yapisina igaret etmistir.

Multilokus verisinin Neighbour-Joining analizi ile olusturulan dendogramda 27 alt
grup olustugu goériilmistiir. Histon-3 bdlgesinde intron girisi olan 15 izolattan olusan gruba

ait 12 izolatin burada da ayrildig1 gértilmiistiir.
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10_14 terebinthus
45_16_wvera
45_58 wvera
35_16_2_atlantica
35_18_atlantica
BMP_0591 pistachio
835 10_15_vera
72N 63 23 G _wvena
17_15_terebinthus
100¢”, 35735 lentiscus
97 ™ BMP_0430_pistachio
96 , 17 _07_G_terebinthus
45 57 atlantica
90 35_43_terebinthus
17_11_GY_terebinthus
68 17_12 vera
69™ 35_15_wera
BMP_0660_pistachio
63_13_GY _vera
45_43 wvera
64\ 63_02_4 vera
BMP_0653_pistachio
BMP_0610_pistachio
BMP_0612_pistachio
76 63_35_G_wera
63 22 1 vera
63 13 4 vera
27 11 1 vera
63_09 wera
35_16_1 atlantica
68 27_46_3 wvera
95 27 311 G_wema
99 g 78 6321 2 G_vera

Q0
Q

85 35_37_terebinthus
95 63_23 2 vera
63_48_G_wera
87 63_04 4 vera
27_16_1 vera
88 X 27716 3 vem
35_37_Y1_terebinthus
27 _02_1_G_terebinthus
63_37 _wera
27_10_2_GY vera
68 63 12 1 vera
27 16_G _wvera
BMP_0517_pistachio
96l 6304 GY vera
72> BMP_0561_pistachio
27 021 wvera
35_41_terebinthus
27 10 2 G vera
85N 27 34 G_wvera
35_20_1 atlantica
17_05_G_terebinthus
17_17 wera
45_29 wvera
35_22 2 lentiscus
45 26_1 wera

Sekil 4.9. Multilokus verileri ile Neighbour-Joining analizi sonucu elde edilen dendogram

(Bootstrap degerleri baglanti noktalar1 %60 iizerinde olan gruplar gosterilmistir.)
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4.1.3. Esey Tipi Analizleri

Tez ¢alismasinda kullanilan biitiin izolatlarin MAT1.1 ve MAT1.2 esey tipi (mating
type) skorlar1, bolge konukgu ve tiir bazinda ¢ikarilmistir. Alternaria spp. izolatlari igin
yapilan bu ¢alismada, her iki idiomorf lokus gézlenmis ve tiir i¢indeki heterotallik ayrim
dogrulanmistir. PCR analizi ile elde edilen sonuclarda, MAT1.1 esey tipini kanitlayan 20
izolat ve MAT1.2 esey tipi varligini kanitlayan 30 izolat tespit edilmistir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Antepfistigi (Pistacia vera L.) ve yabani tiirlerinde Alternaria yaniklik etmeni
Alternaria spp. tiirline ait izolatlarin tiir, bolge ve konukgu bazinda gosterilen esey tipi

dagilimlar

Tiir MAT1.1:MAT1.2  Chi-Square P degeri
A. alternata/A. tenuissima 20:30 9 0.15
grubu
Bolge MAT1.1:MAT1.2  Chi-Square P degeri
Giineydogu Anadolu Bolgesi 10:15 1 0,31
Ege / Marmara Bolgesi 10:15 1 0,31
Konukc¢u MATL1.1:MAT1.2  Chi-Square P degeri
P. vera 14:19 0,75 0,38
P. terebinthus /P. atlantica / 6:11 147 0,22

P. lentiscus (Yabani tiirler)

Esey tipi izolatlarin bolgesel dagilimi, konukgu orijini ve toplam izolat sayis1 goz
Online alindiginda 1:1 oraminda oldugu belirlenmistir. Bolgesel dagilim sonuglari,
Gilineydogu Anadolu Bolgesi ve Ege / Marmara Bolgesi olarak iki grupta sunulmustur
(Cizelge 4.1.).
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Konukgu tiirii bazinda eseysel dagilim, P. vera ve yabani tiirler (P. terebinthus /P.
atlantica / P. lentiscus) olarak ayrilmistir (Cizelge 4.1.). Yine bu faktore gore esey dagilimi

1:1 oraninda tespit edilmistir.

Cizelge 4.2. Yurt disindan gelen izolatlara ait esey tipi sonuglari

Tiir MAT1.1:MAT1.2 Chi-Square P degeri

A. alternata/A. tenuissima grubu 4:4 0 1

A.B.D.‘den temin edilen izolatlarin da esey tipi i¢in PCR’lar1 yapilarak esey tipi
sonuglar1 ¢ikarilmig ve c¢alisilan BMP kodlu bu 8 izolat i¢in de esey tipi orani 1:1 olarak

bulunmustur (Cizelge 4.2.).
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Tez calismasi1 kapsaminda, kiltlirii yapilan Antepfistifi ve dogal yayilim gosteren
yabani Antepfistigi tiirlerinde hastaliga neden olan Alternaria spp.’nin, Antepfistigi’nin
agirhikli olarak {iretildigi Giineydogu Anadolu Bolgesi ile, 6zellikle yabani Pistacia
tirlerinin dogal yayilim gosterdigi Marmara/Ege Bolgelerinden segilen iki popiilasyonunda
genetik varyasyonlar arastirtlmistir. Ayrica A.B.D.’den Orneklenmis Antepfistigi’nda
Alternaria yaniklik etmeni A. alternata ve A. tenuissima izolatlar1 da degerlendirilmistir. Bu
amagla ¢esitli genomik DNA bolgelerinin sekans verileri analiz edilmistir. Ayrica bu tiiriin
eseysiz olmasina ragmen farkli esey tiplerini temsil eden ve eseyli tiremede fonksiyonel olan
MAT genleri, PCR ile ¢ogaltilarak Alternaria spp. esey tiplerinin dagilimi incelenmistir.

Secilen koleksiyon, alternata-tiir grubuna ait olmustur. Morfolojik olarak A alternata
ve A. tenuissima tiirlerini igermekle beraber, bu iki morfo-tiiriin molekiiler ¢aligmalarda A.
alternata ile birlikte tek bir genetik/filogenetik tiirii temsil ettigi goriilmiistiir (Ozkiling ve
ark., TUBITAK-TOVAG 1120554 numarali proje). Segilen izolatlarin morfolojik
karakterleri, yine tez ¢alismasi kapsaminda tekrar gozden gecirilmistir. Koloni morfolojileri
oldukca ¢esitlilik gostermistir. Sporulasyon paterni ve konidiofor uzunluklarinin
degerlendirilmesinin ise bu grubun tanimlanmasinda daha basarili oldugu goériilmistiir.
Ancak yine de 6zellikle plastik karakterde ve olduk¢a benzer morfolojik kriterler sergileyen
bu tiirlerin ayriminda, molekiiler yaklagimlar daha uygun goriilmektedir. Alternaria cinsi ve
Ozellikle alternata-tiir grubu icin de yakin donem literatiirii ve Tirkiye’deki Alternaria
yaniklik etmen/etmenlerinin aragtiriimasina olanak saglayan TUBITAK-TOVAG 1120554
numarali proje sonuglari, tiir ayrimlarini1 molekiiler yaklasimlarla daha basarili ve giivenilir
bir sekilde ortaya koymustur (Ozkiling ve ark., TUBITAK-TOVAG 1120554 numarali
proje). Ayrica kiigiik sporlu alternata-tiir grubu i¢in tiir teshisinin daha hizli ve yiiksek basari
orant ile dogru bir sekilde yapilabildigi molekiiler markirlar da yakin donemde 6nerilmistir.

Tymon ve ark. (2005) tarafindan OPA1.3 bolgesinin Apal restriksiyon enzimi ile
kesimi, A. alternata/A. tenuissima grubu ve A. arborescens tiir ayrimina olanak veren bant
profilleri sunmustur. A. alternata morfo-tiir grubunun 2 kesim bolgesi, A. arborescens
morfo-tiir grubunun ise 1 kesim bdlgesi bulundugu bildirilmistir. Boylece restriksiyon
enzimleri tabanl tiir teshisi yapilmistir. OPAL1.3 bolgesi {lizerindeki enzim kesim
degerlendirmesinin, genellikle morfolojik tiir teshisini destekledigi, birkag¢ izolat i¢in bu

uyumun goriilmedigi bildirilmistir (Tymon ve ark., 2015). Tez calismas1 kapsaminda,
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sekanslanan EndoPG bolgesi igerisinde Taql restriksiyon enzimine ait kesim bolgesinin A.
alternata/A. tenuissima morfo-tiir grubu igin 2 kesim bolgesi, A. arborescens morfo-tiir
grubunun ise 3 kesim bolgesi bulundugu tespit edilmis ve tlir ayrimini sagladigi gérilmiistiir.
Tez kapsaminda calisilan A. alternata/A. tenuissima izolatlarinda 2 kesim bolgesi oldugu
goriilmiistiir. Restriksiyon enzim kesiminden sonra agaroz jel elektoroforezinde de olusan
biiyiik bantlardan A. alternata/A. tenuissima grubu i¢in 333 bg ve A. arborescens igin 282
be biiylikliiglinde bantlarin gézlenmesi ile de tlir ayrim1 hizli bir sekilde yapilabilmektedir.
Ayrica bu enzim kesimi, morfolojide ara tip Kkarakterleri sergileyen ancak
molekiiler/filogenetik tiir ayriminda A. arborescens olarak isaretlenmis olan (Ozkiling ve
ark., TUBITAK-TOVAG 1120554 numarali proje) ara tip izolatlar1 A. arborescens olarak
ayirabilmistir. OPAL.3 bolgesi tizerinden Apal enzim kesim bolgelerine gore bu ara tiplerin
ayrimi yapilamamistir. Taql enzimi A. arborescens ve A. alternata/A. tenuissima ayrimi i¢in
kullanilabilecek bir markir olarak 6nerilebilir.

Farkli konuk¢u ve bolgelerden orneklenmis popiilasyonlarin calisilan 4 DNA
bolgesine (Alt_a_ 1, EndoPG, Histon-3 ve OPA1.3) ait sekans verilerine gore ¢ogunlukla
izolatlarn tek bir haplotip grubunda toplandigi, diger haplotip gruplarin izolat sayilarinin az
oldugu goriilmiistiir. Boylece cografik bolge veya konukgu orijininin Alternaria spp. patojen
popiilasyon genetik yapilari lizerinde 6nemli bir segilim faktorii olmadigi anlagilmistir. Hatta
A.B.D. ve Tirkiye orjinli izolatlarin ¢esitli varyasyonlar olsa da farkli gruplar olarak
goriilmemesi, bu patojen igin cografik ayrimin iilkeler bazinda da etkili bir faktor olmadigi
goriilmistiir. Yaygin klonal yapi tek bir haplotipin baskinligi ile gériilmistiir. Bununla
beraber yine de varyasyonlar mevcuttur ve az sayida da olsa farkli haplotipler bulunmustur.
Bu sonug, bir ¢esitlenmenin bagladigina veya siirdiigline isarettir. Aseksiiel bir tiir olan
Alternaria spp. popiilasyonlarinda goriilen bu ¢esitliliginin, herhangi bir karakter agisindan
ne derece onemli oldugu bilinmemektedir. Eseyli tireme yapilar1 heniiz goriilmeyen bu tiir
igin var olan gesitliligin, aktarabilir olup olmadigi bilinmemektedir.

Alt_a 1 bolgesi verilerine gore ¢izilen Maksimum Parsimony analizine ait filogram 3
farkli ana grup ve 1 alt grup ortaya ¢ikarmistir. Bolge i¢in olusturulan filogramda bir grubun
%100’1iik bir degerle ayrildig1 goriilmiistiir. Yurt disindan gelen BMP_0561 no’lu izolat tek
basina %97 ile ayrilmistir. Diger iki grupta diistik cesitlilik goriilmiistiir. Konuk¢u ya da
izolatin toplanma doénemi ile iliskilendirilebilecek bir varyasyon bulunamamistir.
Maksimum Parsimony sonuglarina gére EndoPG bolgesine iizerinden kuvvetli bir ayrim
yakalanmamus, sadece yurt disindan gelen 2 izolat %60 degerinde bir alt grup olusturmustur.

Diger taraftan EndoPG boélgesinin de morfolojik tiir ayrimi i¢in dnemli molekiiler markir
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olarak kullanilabilecegi belirlenmistir. Histon-3 bolgesinde 5 alt gruba isaret eden
varyasyonlar yakalanmistir. Bu varyasyonlara ek olarak intron girisi veya ¢ikisindan
kaynaklanan varyasyon tespit edilmistir. Molekiiler varyasyonun tespitinde, digerlerinde
olmayan bir intron bolgesini igeren 15 izolat tek basina bir alt grup olusturmustur.
Steenkamp ve ark. (1999), Histon gen bolgesinin sekans ve RFLP analizleri ile ¢am
agaclarinin patojeni Fusarium subglutinans f.sp. pini i¢in hem tiir hem konuk¢u ayrimi
yapilabildigine dair sonuglar almistir. Tez kapsaminda ¢alisilan koleksiyonda Alternaria
spp.’nin P. vera ve yabani konukgu gruplarina bakildiginda, konuk¢u veya bolge iizerinden
anlamli bir ayrim goriilmemistir. Yine bolge tizerinde restriksiyon enzimlerinin kesim
noktalarina bakilmis ve herhangi bir ayrima isaret eden kesim noktalarinin varlig1 tespit
edilememistir. OPAL1.3 bolgesi igin ¢izilen filogramda 2 ana grup igerisinde 6 adet alt
dallanma gortilmiistiir. Calisilan bu bolgeler igerisinde OPAL.3, izolatlar1 ana gruplar i¢inde
toplayan varyasyonlar sunmustur ve bu bolge kiiglik sporlu alternata grubu igin 6nceki
calismalarda da oldukga basarili bulunmustur (Start ve ark., 2014; Andrew ve ark., 2009).

Calisilan 4 genomik bolgenin ¢ok-lokuslu veri seti iizerinden izolatlarin uzaklik-
yakinlik temelli Neighbour-Joining agaci da gesitli dallanmalar ile varyasyonunu sergilemis
ancak Alternaria spp. popiilasyonlarini herhangi bir faktor ile iliskilendirmek miimkiin
olmamisgtir. Gerek Neighbour-Joining gerek Parsimony temelli yaklasimlarla ortaya
cikarilan bu varyasyonlar, siirekli desteklenen bir filogenetik hatti temsil etmemistir.
Bolgelerde var olan varyasyonlar, cogunlukla agaclarda i¢ dallanmalar olusturmustur. ic
dallanmalar1 ise filogenetik a¢idan anlamlandirmak pek miimkiin olmamaktadir.

Tez kapsaminda c¢aligilan Alternaria tiirlerinin aseksiiel oldugu bilinmektedir. Bu
grup, eseysiz iireme yapist sergilemesine ragmen esey tipini belirleyen ve eseyli iiremede
fonksiyonel MAT1 lokusuna sahiptir. Tirin MAT1 lokusuna ait MAT1.1 ve MAT1.2
idiomorflarini tagidigr bilinmektedir (Arie ve ark., 1999). Esey tipi dagilimlar izolatlarin
toplandig1 konukgu, déonem ve bolge goz oniine alinarak degerlendirilmistir. Bu {i¢ faktor
icin degerlendirme yapildiginda, esey tipi oranin 1:1 oldugu goriilmiistiir. A.B.D.’den gelen
izolatlarinda esey tipi dagilimlarina bakilmistir. A. alternata/A. tenuissima tiiriine ait 8 BMP
kodlu izolatin esey tipi dagilimlari 1:1 oraninda bulunmustur. Esey tiplerinde goriilen bu
varyasyon, aseksiiel olan Alternaria spp. tiirlerinde, eseysel tiremenin séz konusu
oldugunu/olabilecegini diislindiirmektedir. Benzer bir sonug, Cin’de patatesten 6rneklenmis
A. alternata popiilasyonlarinda goriilmiis ve esey tiplerinin esit oranda dagilimi kriptik

seksiiel lireme olabilecegi yorumuyla agiklanmistir (Meng ve ark., 2015).
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Tez ¢alismasi kapsaminda, aseksiiel oldugu bilinen ve iilkemizde ciddi bir fitopatojen
etmen olan Alternaria spp. popiilasyonlarinda tiir igi genetik varyasyonlar gesitli molekiiler
markirlar ile gosterilmistir. Bu sonuglar, olas1 bir seksiiel veya kriptik eseyli iiremeye isaret
etmektedir. Halen mevcut baskin klonal yap1 olmasina ragmen bu gesitliligin, ileride bir
anlam ifade etmesi ve farkli filogenetik hatlarin evrimlesmesi muhtemeldir. Giineydogu
Anadolu Bolgesi, tilkemizde Antepfistigi tiretiminin merkezi iken ve daha fazla patojen
cesitligi beklenirken Bati1 bolgelerindeki popiilasyonlarda goriilenden farkli bir varyasyona
rastlanmamistir. Tiirkiye ve A.B.D. orijinli izolatlar da ayr1 genetik gruplar olarak
goriilmemistir. Bu baglamda, iilke orijininin de etkili bir faktdr olmadigr yorumlanmustir.
Kiiltir veya yabani konukg¢u faktoriiniin de patojen popiilasyonlardaki varyasyonu
etkilemesi beklenirken, bu patojen popiilasyon i¢in konukgu faktérii de anlamli
goriilmemistir. Tim bunlar, patojen goclerinde cografya veya konuk¢unun sinirlayict bir
faktor olmayacagina da isaret etmektedir. Bu patojenle miicadelede tek bir genetik
popiilasyonun halihazirda bulundugu goriilmektedir. Ancak ¢esitlenmenin hizi ve sonuglari

da takip edilmelidir.
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EKLERI



Ek Cizelge 1. izolatlarin temsil ettigi haplotip gruplari ve MAT1 lokusu skorlari

IZOLAT NO MAT1 Alt 1 a EndoPG Histon-3 OPA1.3
5* 6* 10* 12*

27 -02/1 2 Ht 1 Ht 1 Ht 2 Ht 1
27 -11/1 1 Ht 1 Ht 1 Ht 1 Ht 2
27 - 16/1 2 Ht 1 Ht 4 Ht 2 Ht 11
27 - 16/3 2 Ht 1 Ht 4 Ht 2 Ht 11
27- 46/3 1 Ht 3 Ht 1 Ht 1 Ht 2
27-02/1-G 2 Ht 1 Ht 1 Ht 3 Ht 2
27-10/2-G 1 Ht 1 Ht 1 Ht 2 Ht 2
27-16-G 2 Ht 1 Ht 1 Ht 9 Ht 2
27-31/1-G 2 Ht 3 Ht 1 Ht 2 Ht 8
27-34-G 2 Ht 1 Ht 1 Ht 2 Ht 2
27-10/2-GY 2 Ht 1 Ht 1 Ht 5 Ht 6
63-02/4 1 Ht 2 Ht 1 Ht 1 Ht 2
63-04 /4 1 Ht 1 Ht 4 Ht 2 Ht 11
63 - 09 1 Ht 1 Ht 1 Ht 1 Ht 2
63-12/1 1 Ht 1 Ht 1 Ht 5 Ht 2
63-13/4 2 Ht 1 Ht 1 Ht 1 Ht 2
63-22/1 1 Ht 1 Ht 1 Ht 1 Ht 2
63-23/2 1 Ht 3 Ht 3 Ht 9 Ht 3
63 - 37 2 Ht 1 Ht 1 Ht 3 Ht 2
63-21/2-G 2 Ht 3 Ht 5 Ht 3 Ht 2
63-23-G 2 Ht 1 Ht 1 Ht 6 Ht 4
63-35-G 2 Ht 1 Ht 1 Ht 1 Ht 2
63-48-G 1 Ht 1 Ht 4 Ht 3 Ht 2
63-04-GY 2 Ht 1 Ht 1 Ht 4 Ht 2
63-13-GY 2 Ht 2 Ht 1 Ht 1 Ht 9
35-15 2 Ht 2 Ht 1 Ht 3 Ht 5
35-16 /1 2 Ht 3 Ht 6 Ht 2 Ht 2
35-16 /2 2 Ht 1 Ht 1 Ht 10 Ht 4
35-18 2 Ht 1 Ht 1 Ht 9 Ht 4
35-20 /1 2 Ht 1 Ht 1 Ht 3 Ht 12
35-22/2 meyve 2 Ht 1 Ht 1 Ht 2 Ht 12
35-35 2 Ht 3 Ht 1 Ht 6 Ht 7
35-37 2 Ht 3 Ht 2 Ht 10 Ht 2
35-37 Y1 2 Ht 4 Ht 1 Ht 7 Ht 2
35-41 2 Ht 1 Ht 1 Ht 3 Ht 1
35-43 1 Ht 1 Ht 1 Ht 8 Ht 10

* Haplotip sayilar




Ek Cizelge 1.(devam) izolatlarin temsil ettigi haplotip gruplar1 ve MAT1 lokusu skorlar

IZOLAT NO MAT1 Alt 1 a EndoPG Histon-3 OPAL.3

5* 6* 10* 12*
45 - 16 1 Ht 1 Ht 1 Ht 3 Ht 4
45-26/1 1 Ht 1 Ht 1 Ht 2 Ht 12
45 - 29 2 Ht 1 Ht 1 Ht 2 Ht 12
45 - 43 2 Ht 2 Ht 1 Ht 1 Ht 2
45 - 57 1 Ht 1 Ht 1 Ht 3 Ht 1
45 - 58 1 Ht 1 Ht 1 Ht 3 Ht 4
17-12 2 Ht 1 Ht 7 Ht10  |Ht5
17-15 1 Ht 3 Ht 1 Ht 2 Ht 7
17-17 1 Ht5 Ht 1 Ht 3 Ht 12
17-05-G 1 Ht5 Ht 1 Ht 2 Ht 12
17-07-G 1 Ht 1 Ht 1 Ht 1 Ht5
17-11-GY 2 Ht 1 Ht 1 Ht 2 Ht 10
10-14 1 Ht 1 Ht 1 Ht 3 Ht 4
10-15 2 Ht 1 Ht 1 Ht 6 Ht 4

* Haplotip sayilar1



Ek 2. Alt_a_1 bolgesi haplotiplerin temsil ettigi gruplara ait sekans verileri

H1(27 02 1 vera)
CCGAATTCTACGGACGCAAGCCGGAAGGAACCTACTACAACAGCCTCGGCTTCAACATCAAGGCCA
CCAACGGAGGAACCCTCGACTTCACCTGCTCTGCTCAGGCCGATAAGCTTGAGGACCACAAGTGGT
ACTCCTGTGGCGAGAACAGCTTCATGGACTTCTCTTTCGACAGCGACCGCAGCGGTCTGCTCCTGA
AGCAGAAGGTTAGCGACGAGTAAGTTACCCTTGTACCTTCGATTACTTCGCAGATTCAGATATACT
AACATATTCCCAGCATCACCTATGTCGCTACCGCCACTCTTCCCAACTACTGCCGCGCTGGCGGTA
ACGGCCCTAAGGACTTTGTCTGCCAGGGTGTTGCCGAC

H2 (63 02 4 vera)
CCGAATTCTACGGACGCAAGCCGGAAGGAACCTACTACAACAGCCTCGGCTTCAACATCAAGGCCA
CCAACGGAGGAACCCTCGACTTCACCTGCTCTGCTCAGGCCGATAAGCTTGAGGACCACAAGTGGT
ACTCCTGTGGCGAGAACAGCTTCATGGACTTCTCTTTCGACAGCGACCGCAGCGGTCTGCTCCTGA
AGCAGAAGGTTAGCGACGAGTAAGTTACCCTTGTACCTTCGATTACTTCGCAGATTCAGATATACT
AACATATCCCCAGCATCACCTATGTCGCTACCGCCACTCTTCCCAACTACTGCCGCGCTGGCGGTA
ACGGCCCTAAGGACTTTGTCTGCCAGGGTGTTGCCGAC

H3 (27 46 3 vera)
CCGAGTTCTACGGACGCAAGCCGGAGGGAACCTACTACAACAGCCTCGGCTTCAACATCAAGGCTA
CCAACGGAGGAACACTCGACTTCACCTGCTCTCACTCAGCCGACAAGCTTGAGGACCACACTTGGT
ACTCTTGCGGCGAGAACAGCTTCATGGACTTCTCTTTCGACAGCGACCGCAACGGTCTGCTCCTGA
AGCAGAAGGTTAGCGACGAGTAAGTTACCCTTGTACCTTCGATTACTTCGCAGATTCAGATATACT
AACATGTTTCCAGCATCACCTATGTCGCTACCGCCACTCTTCCCAACTACTGCCGCGCTGGCGGTA
ACGGCCCTAAGGACTTTGTCTGCCAGGGTGTTGCCGAC

H4 (35 37 Y1 terebinthus)
CCGAATTCTACGGACGCAAGCCGGAAGGAACCTACTACAACAGCCTCGGCTTCAACATCAAGGCCA
CCAACGGAGGAACCCTCGACTTCACCTGCTCTGCTCACGCCGATAAGCTTGAGGACCACAAGTGGT
ACTCCTGTGGCGAGAACAGCTTCATGGACTTCTCTTTCGACAGCGACCGCAGCGGTCTGCTCCTGA
AGCAGAAGGTTAGCGACGAGTAAGTTACCCTTGTACCTTCGATTACTTCGCAGATTCAGATATACT
AACATATTCCCAGCATCACCTATGTCGCTACCGCCACTCTTCCCAACTACTGCCGCGCTGGCGGTA
ACGGCCCTAAGGACTTTGTCTGCCAGGGTGTTGCCGAC

H5(17 17 vera)
CCGAATTCTACGGACGCAAGCCGGAAGGAACCTACTACAACAGCCTCGGCTTCAACATCAAGGCCA
CCAACGGAGGAACCCTCGACTTCACCTGCTCTGCTCAGGCCGATAAGCTTGAGGACCACAAGTGGT
ACTCCTGTGGCGAGAACAGCTTCATGGACTTCTCTTTCGACAGCGACCGCAGCGGTCTGCTCCTGA
AGCAGAAGGTTAGCGACGAGTAAGTTACCCTTGTACCTTCGATTACTTCGCAGATTCAGATATACT
AACATATTCCCAGCATCACCTATGTCGCTACCGCCACTCTTCCCAACTACTGCCGTGCTGGCGGTA
ACGGCCCTAAGGACTTTGTCTGCCAGGGTGTTGCCGAC



Ek 3. EndoPG bolgesi haplotiplerin temsil ettigi gruplara ait sekans verileri

H1(27 02 1 vera)
CTAGTCTGGCTGACGGTACTACTGTCATCTTCGAGGGTACCACCACCTGGGGCTACTCGGAATGGA
AGGGTCCCCTTCTTGACATCCAAGGAAAGAAGATCACTGTCAAGGGCGCCGAGGGATCTGTTCTCA
ACGGTGATGGTGCTCGTTGGTGGGACGGTAAGGGTGGAAATGGTGGAAAGACCAAGCCCAAGTTCT
TCTCCGCTCACAAACTGACCGACTCCACCATCACCGGCATTACCATCAAGAACCCTCCCGTCCAAG
TCGTTAGTATCAACGGCTGCGATGGTCTTACCATTACAGACATGACTATTGATGCGTCCGACGGCG
ACAAGGACGAGCAGGGCCACAACACAGATGGTTTCGATATTGGCTCCAGCAACAACGTCATCATTG
ATGGCGCTAAGGTTTACAACCAG

H2 (35 37 terebinthus)
CTAGTCTGGCTGACGGTACTACTGTCATCTTCGAGGGTACCACCACCTGGGGCTACTCGGAGTGGA
AGGGTCCTCTTCTTGACATCCAAGGAAAGAAGATCACTGTCAAGGGCGCTGAGGGATCTGTTCTCA
ATGGTGATGGTGCTCGTTGGTGGGACGGTAAGGGTGGAAATGGTGGAAAGACCAAGCCCAAGTTCT
TCTCCGCTCACAAACTGACCGACTCCACCATCACCGGCATTACCATCAAGAACCCTCCCGTCCAAG
TCGTTAGTATCAACGGCTGCGATGGTCTTACCATTACAGACATGACTATTGATGCGTCTGACGGCG
ACAAGGACGAGCAGGGCCACAACACAGATGGTTTCGATATTGGCTCCAGCAACAACGTCATCATTG
ATGGCGCTAAGGTTTACAACCAG

H3 (63 23 2 vera)
CTAGTCTGGCTGACGGTACTACTGTCATCTTCGAGGGTACCACCACCTGGGGCTACTCGGAATGGA
AGGGTCCCCTTCTTGACATCCAAGGAAAGAAGATCACTGTCAAGGGCGCCGAGGGATCTGTTCTCA
ACGGTGATGGTGCTCGTTGGTGGGACGGTAAGGGTGGAAATGGTGGAAAGACCAAGCCCAAGTTCT
TCTCCGCTCACAAACTGACCGACTCCACCATCACCGGCATTGCCATCAAGAACCCTCCCGTCCAAG
TCGTTAGTATCAACGGCTGCGATGGTCTTACCATTACAGACATGACTATTGATGCGTCCGACGGCG
ACAAGGACGAGCAGGGCCACAACACAGATGGTTTCGATATTGGCTCCAGCAACAACGTCATCATTG
ATGGCGCTAAGGTTTACAACCAG

H4 (27 16 1 vera)
CTAGTCTGGCTGACGGTACTACTGTCATCTTCGAGGGTACCACCACCTGGGGCTACTCGGAGTGGA
AGGGTCCTCTTCTTGACATCCAAGGAAAGAAGATCACTGTCAAGGGCGCCGAGGGATCTGTTCTCA
ATGGTGATGGTGCTCGTTGGTGGGACGGTAAGGGTGGAAATGGTGGAAAGACCAAGCCCAAGTTCT
TCTCCGCTCACAAACTGACCGACTCCACCATCACCGGCATTACCATCAAGAACCCTCCCGTCCAAG
TCGTTAGTATCAACGGCTGCGATGGTCTTACCATTACAGACATGACTATTGATGCGTCCGACGGCG
ACAAGGACGAGCAGGGCCACAACACAGATGGTTTCGATATTGGCTCCAGCAACAACGTCATCATTG
ATGGCGCTAAGGTTTACAACCAG

H5(63 21 2 G vera)

CTAGTCTGGCTGACGGTACTACTGTCATCTTCGAGGGTACCACCACCTGGGGCTACTCGGAATGGA
AGGGTCCCCTTCTTGACATCCAAGGAAAGAAGATCACTATCAAGGGCGCCGAGGGATCTGTTCTCA
ACGGTGATGGTGCTCGTTGGTGGGACGGTAAGGGTGGAAATGGTGGAAAGACCAAGCCCAAGTTCT
TCTCCGCTCACAAACTGACCGACTCCACCATCACCGGCATTACCATCAAGAACCCTCCCGTCCAAG
TCGTTAGTATCAACGGCTGCGATGGTCTTACCATTACAGACATGACTATTGATGCGTCCGACGGCG
ACAAGGACGAGCAGGGCCACAACACAGATGGTTTCGATATTGGCTCCAGCAACAACGTCATCATTG

ATGGCGCTAAGGTTTACAACCAG

H6(35 16 1 atlantica)
CTAGTCTGGCTGACGGTACTACTGTCATCTTCGAGGGTACCACCACCTGGGGCTACTCGGA?TGGA
AGGGTCC?CTTCTTGACATCCAAGGAAAGAAGATCACTGTCAAGGGCGCCGAGGGATCTGTTCTCA
A?GGTGATGGTGCTCGTTGGTGGGACGGTAAGGGTGGAAATGGTGGAAAGACCAAGCCCAAGTTCT
TCTCCGCTCACAAACTGACCGACTCCACCATCACCGGCATTACCATCAAGAACCCTCCCGTCCAAG
TCGTTAGTATCAACGGCTGCGATGGTCTTACCATTACAGACATGACTATTGATGCGTCCGACGGCG
ACAAGGACGAGCAGGGCCACAACACAGATGGTTTCGATATTGGCTCCAGCAACAACGTCATCATTG
ATGGCGCTAAGGTTTACAACCAG



H6 (17 12 vera)
CTAGTCTGGCTGACGGTACTACTGTCATCTTCGAGGGTACCACCACCTGGGGCTACTCGGAATGGA
AGGGTCCCCTTCTTGACATCCAAGGAAAGAAGATCACTGTCAAGGGCGCCGAGGGATCTGTTCTCA
ACGGTGATGGTGCTCGTTGGTGGGATGGTAAGGGTGGAAATGGTGGAAAGACCAAGCCCAAGTTCT
TCTCCGCTCACAAACTGACCGACTCCACCATCACCGGCATTACCATCAAGAACCCTCCCGTCCAAG
TCGTTAGTATCAACGGCTGCGATGGTCTTACCATTACAGACATGACTATTGATGCGTCCGACGGCG
ACAAGGACGAGCAGGGCCACAACACAGATGGTTTCGATATTGGCTCCAGCAACAACGTCATCATTG
ATGGCGCTAAGGTTTACAACCAG

VI



Ek 4. Histon-3 bolgesi haplotiplerin temsil ettigi gruplara ait sekans verileri

H1 (27 11 1 vera)
TCAAGGCTCGCATCCAAGGCAGCTCGCAAGTCCGCACCGGTTAGTACCATCTCCACACTATCTTGC
GATCCATCCTTCTAACATGCTCCAGTCAACCGGTGGTGTCAAGAAGCCTCACCGCTACAAGCCCGE
AACCGTCGCTCTCCGTGAGATCCGTCGCTACCAGAAGTCGACTGAGCTCCTCATCCGCAAGCTGCC
CTTCCAGCGTCTTGTCCGTGAGATTGCCCAGGACTTCAAGTCCGATCTCCGCTTCCAGTCCTCCGE
CATCGGTGCTCTTCAGGAGTCCGTCGAGGCCTACCTCGTCTCCCTCTTCGAGGACACCAACCTCTG
CGCCATCCACGCCAAGCGTGTCACCATCCAGAGCAAGGACATCCAGCTCGCCCGCA

H2 (27 02 1 vera)
TCAAGGCTCGCATCCAAGGCAGCTCGTAAGAGTGCGCC———==—======—————————————————
GTCTACCGGTGGTGTCAAGAAGCCTCACCGCTACAAGCCCGGAACTGTCGCTCTCCGTGAGATCCG
TCGCTACCAGAAGTCGACTGAGCTCCTCATCCGCAAGCTGCCCTTCCAGCGTCTTGTTCGTGAGAT
TGCCCAGGACTTCAAGTCCGATCTCCGCTTCCAGTCCTCCGCCATCGGTGCTCTTCAGGAGTCCGT
CGAGGCCTACCTCGTCTCCCTCTTCGAGGACACCAACCTCTGCGCCATCCACGCCAAGCGTGTCAC
CATCCAGAGCAAGGACATCCAGCTCGCCCGCA

H3 (27 02 1 G terebinthus)

TCAAGGCTCGCATCCAAGGCAGCTCGTAAGAGTGCGCC-———===—=————————————————————
GTCTACCGGTGGTGTCAAGAAGCCTCACCGCTACAAGCCCGGAACCGTCGCTCTCCGTGAGATCCG
TCGCTACCAGAAGTCGACTGAGCTCCTCATCCGCAAGCTGCCCTTCCAGCGTCTTGTTCGTGAGAT
TGCCCAGGACTTCAAGTCCGATCTCCGCTTCCAGTCCTCCGCCATCGGTGCTCTTCAGGAGTCCGT
CGAGGCCTACCTCGTCTCCCTCTTCGAGGACACCAACCTCTGCGCCATCCACGCCAAGCGTGTCAC
CATCCAGAGCAAGGACATCCAGCTCGCCCGCA

H4 (63 04 GY vera)

TCAAGGCTCGCATCTAAGGCAGCTCGTAAGAGTGCGCC——=—=== === = === ————————————
GTCTACCGGTGGTGTCAAGAAGCCTCACCGCTACAAGCCCGGAACCGTCGCTCTCCGTGAGATCCG
TCGCTATCAGAAGTCGACTGAGCTCCTCATCCGCAAGCTGCCCTTCCAGCGTCTTGTCCGTGAGAT
TGCCCAGGATTTCAAGTCCGATCTCCGCTTCCAGTCCTCTGCCATCGGTGCTCTCCAGGAGTCCGT
TGAGGCCTACCTCGTCTCCCTCTTCGAGGACACCAACCTCTGCGCCATCCACGCCAAGCGTGTCAC
CATCCAGAGCAAGGACATCCAGCTCGCCCGCA

H5(27 10 2 GY vera)
TCAAGGCTCGCATCCAAGGCAGCTCGTAAGAGTGCGCC—=======————————————————— —— —
GTCTACCGGTGGTGTCAAGAAGCCTCACCGCTACAAGCCCGGAACCGTCGCTCTCCGTGAGATCCG
TCGCTACCAGAAGTCGACTGAGCTCCTCATCCGCAAGCTGCCCTTCCAGCGTCTTGTTCGTGAGAT
TGCCCAGGACTTCAAGTCCGATCTCCGCTTCCAGTCCTCCGCCATCGGTGCTCTCCAGGAGTCCGT
TGAGGCCTACCTCGTCTCCCTCTTCGAGGACACCAACCTCTGCGCCATCCACGCCAAGCGTGTCAC
CATCCAGAGCAAGGACATCCAGCTCGCCCGCA

H6 (63 23 G vera)
TCAAGGCTCGCATCTAAGGCAGCTCGTAAGAGTGCGCC——————==—————=———————————————
GTCTACCGGTGGTGTCAAGAAGCCTCACCGCTACAAGCCCGGAACCGTCGCTCTCCGTGAGATCCG
TCGCTATCAGAAGTCGACTGAGCTCCTCATCCGCAAGCTGCCCTTCCAGCGTCTTGTCCGTGAGAT
TGCCCAGGACTTCAAGTCCGATCTCCGCTTCCAGTCCTCTGCCATCGGTGCTCTCCAGGAGTCCGT
TGAGGCCTACCTCGTCTCCCTCTTCGAGGACACCAACCTCTGCGCCATCCACGCCAAGCGTGTCAC
CATCCAGAGCAAGGACATCCAGCTCGCCCGCA

\l



H7(35 37 Y1 terebinthus)
TCAAGGCTCGCATCCAAGGCAGCTCGTAAGAGTGCGCC—=======———=—=—=————=——————————
GTCTACCGGTGGTGTCAAGAAGCCTCACCGCTACAAGCCCGGAACCGTCGCTCTCCGTGAGATCCG
TCGCTACCAGAAGTCGACTGAGCTCCTCATCCGCAAGCTGCCCTTCCAGCGTCTTGTTCGTGAGAT
TGCCCAGGACTTCAAGTCCGATCTCCGCTTCCAGTCCTCCGCCATCGGTGCTCTTCAGGAGTCCGT
CGAGGCCTACCTCGTCTCCCTCTTCGAGGACACCAACCTCTGCGCCATTCACGCCAAGCGTGTCAC
CATCCAGAGCAAGGACATCCAGCTCGCCCGCA

H8 (35 43 terebinthus)
TCAAGGCTCGCATCTAAGGCAGCTCGTAAGAGTGCACC—==—==—==—————————————————— ——
GTCTACCGGTGGTGTCAAGAAGCCTCACCGCTACAAGCCCGGAACCGTCGCTCTCCGTGAGATCCG
TCGCTATCAGAAGTCGACTGAGCTCCTCATCCGCAAGCTGCCCTTCCAGCGTCTTGTCCGTGAGAT
TGCCCAGGACTTCAAGTCCGATCTCCGCTTCCAGTCCTCTGCCATCGGTGCTCTCCAGGAGTCCGT
TGAGGCCTACCTCGTCTCCCTCTTCGAGGACACCAACCTCTGCGCCATCCACGCCAAGCGTGTCAC
CATCCAGAGCAAGGACATCCAGCTCGCCCGCA

H9 (27 16 G vera)
TCAAGGCTCGCATCTAAGGCAGCTCGTAAGAGTGCGCC-———————————————————————————
GTCTACCGGTGGTGTCAAGAAGCCTCACCGCTACAAGCCCGGAACCGTCGCTCTCCGTGAGATCCG
TCGCTATCAGAAGTCGACTGAGCTCCTCATCCGCAAGCTGCCCTTCCAGCGTCTTGTCCGTGAGAT
TGCCCAGGACTTCAAGTCCGATCTCCGCTTCCAGTCCTCCGCCATCGGTGCTCTTCAGGAGTCCGT
CGAGGCCTACCTCGTCTCCCTCTTCGAGGACACCAACCTCTGCGCCATCCACGCCAAGCGTGTCAC
CATCCAGAGCAAGGACATCCAGCTCGCCCGCA

H10(35 16 2 atlantica)

TCAAGGCTCGCATCCAAGGCAGCTCGTAAGAGTGCGCC——=—=— === === === === —————————
GTCTACCGGTGGTGTCAAGAAGCCTCACCGCTACAAGCCCGGAACCGTCGCTCTCCGTGAGATCCG
TCGCTACCAGAAGTCGACTGAGCTCCTCATCCGCAAGCTGCCCTTCCAGCGTCTTGTCCGTGAGAT
TGCCCAGGACTTCAAGTCCGATCTCCGCTTCCAGTCCTCCGCCATCGGTGCTCTTCAGGAGTCCGT
CGAGGCCTACCTCGTCTCCCTCTTCGAGGACACCAACCTCTGCGCCATCCACGCCAAGCGTGTCAC
CATCCAGAGCAAGGACATCCAGCTCGCCCGCA

VI



Ek 5. OPA1.3 anonim DNA bdlgesi haplotiplerin temsil ettigi gruplara ait sekans verileri

H1(27 02 1 vera)
CCTAGTTGACATAGTATTCCATCCATGTTGAGAATAAGTCAGCTCAGCTTGGGCCCGATATCATCA
GGGCATGCGGTTGACTCACCCATTCACGTATAATCTTGGATCTGCACCTTCCATGGTGTAATCCAC
AAAACTCCATCCGCTTCATACACGCTCATTACATCAAATTACTGCTGTCCATTCAAAACCACAATA
CCACAC---———-~
TTCACTAAGGCGAAACTATATTCATCAAACCTTGTCGAGAAGCTCTCGAATCCACCAAAACAGCAA
TGTGTCTCTACCTGGTCGTTCACTACGGACCAAATCCCTTGTCACTTAAGCGTATCTTCTCACGTC
GGGCCCCTGATGCAGATGAACAACGTATGTCTGAATGGCGAGTAGAGCGCCTAAGTCTAGATCGCT
TGCGGGAGCTTTGGCATTTGAGATGTAGGAGTCAGGAGGATTTAATCAAGGTGGAGAAAGACGATG
ATTTTGACATGGGATACTGATATAAATAGTCAAGTGCATACATTCACTCATTATCGGCATGGATTG
CAGGGGACAAAGTGGAATGAACTTTTTGAATTCTTCCTCCAGCTGATGTGCAGAAGATTGTCTAAG
CTAACCAGAGCATGTGGCTCGGCCTGCCCTCCATCCTCTGTCGAGGAGTGGGCGACCAGTAGTCGT
GATCTTCATGGTATCGTTTTGAAGCTAACCGTTACTCCACCCATTGAACAAAAGCACAACAGCTTA
GTTCATCTGCCTGACGAGCTGGTTGATGAACTCCTCGCGGTTACCAAGGTCACCACCCTCGATGAA
GTGCTTGAAC

H2 (27 11 1 vera)
CCTAGTTGACATAGTATTCCATCCATGTTGAGAATAAGTCAGCTCAGCTTGGGCCCGATATCATCA
GGGCATGCGGTTGACTCACCCATTCACGTATAATCTTGGATCTGCACCTTCCATGGTGTAATCCAC
AACACTCCATCCGCTTCATACACGCTCATTACATCAAATTACTGCTGTCCATTCAAAACCACAATA
CCACAC-——————-
TTCACTAAGGCGAAACTATATTCATCAAACCTTGTCGAGAAGCTCTCGAATCCACCAAAACAGCAA
TGTGTCTCTACCTGGTCGTTCACTACGGACCAAATCCCTTGTCACTTAAGCGTATCTTCTCACGTC
GGGCCCCTGATGCAGATGAACAACGTATGTCTGAATGGCGAGTAGAGCGCCTAAGTCTAGATCGCT
TGCGGGAGCTTTGGCATTTGAGATGTAGGAGTCAGGAGGATTTAATCAAGGTGGAGAAAGACGATG
ATTTTGACATGGGATACTGATATAAATAGTCAAGTGCATACATTCACTCATTATCGGCATGGATTG
CAGGGGACAAAGTGGAATGAACTTTTTGAATTCTTCCTCCAGCTGATGTGCAGAAGATTGTCTAAG
CTAACCAGAGCATGTGGCTCGGCCTGCCCTCCATCCTCTGTCGAGGAGTGGGCGACCAGTAGTCGT
GATCTTCATGGTATCGTTTTGAAGCTAACCGTTACTCCACCCATTGAACAAAAGCACAACAGCTTA
GTTCATCTGCCTGACGAGCTGGTTGATGAACTCCTCGCGGTTACCAAGGTCACCACCCTCGATGAA
GTGCTTGAAC

H3 (63 23 2 vera)
CCTAGTTGACATAGTATTCCATCCATGTTGAGAATAAGTCAGCTCAGCTTGGGCCCGATATCATCA
GGGCATGCGGTTGACTCACCTATTCACGTATAATCTTGGATCTGCACCTTCCATGGTGTAATCCAC
AACACTCCATCCGCTTCATACACGCTCATTACATCAAATTACTGCTGTCCATTCAAAACCACAATA
CCACAC-—-———-—
TTCACTAAGGCGAAACTATATTCATCAAACCTTGTCGAGAAGCTCTCGAATCCACCAAAACAGCAA
TGTGTCTCTACCTGGTCGTTCACTACGGACCAAATCCCTTGTCACTTAAGCGTATCTTCTCACGTC
GGGCCCCTGATGCAGATGAACAACGTATGTCTGAATGGCGAGTAGAGCGCCTAAGTCTAGATCGCT
TGCGGGAGCTTTGGCATTTGAGATGTAGGAGTCAGGAGGATTTAATCAAGGTGGAGAAAGACGATG
ATTTTGACATGGGATACTGATAAAAATAGTCAAGTGCATACATTCACTCATTATCGGCATGGATTG
CAGGGGACAAAGTGGAATGAACTTTTTGAATTCTTCCTCCAGCTGATGTGCAGAAGATTGTCTAAG
CTAACCAGAGCATGTGGCTCGGCCTGCCCTCCATCCTCTGTCGAGGAGTGGGCGACCAGTAGTCGT
GATCTTCATGGTATCGTTTTGAAGCTAACCGTTACTCCACCCATTGAACAAAAGCACAACAGCTTA
GTTCATCTGCCTGACGAGCTGGTTGATGAACTCCTCGCGGTTACCAAGGTCACCACCCTCGATGAA
GTGCTTGAAC



H4 (63 23 G vera)
CCTAGTTGACATAGTATTCCATCCATGTTGAGAACAGGTCAGCCCAGCTTGGGCCCGATATCATCA
GGGCATGTGGTTGACTCACCCATTCACGTATAATCTTGGATCTGCACCTTCCATGGTGTAATCCAC
AACACTCCATCCGCTTCATACACGCTCATTACATCAAATTACTGCTGTTCGTTCAAAACCACAATA
CCACAC-------~
TACACTAAGACGAAACTTTATTCATCGAACCTTGTCGAGAAGCTCTGGAACACACCGAAACAGCAA
TGTGTCTTTACCTGGTCGTTCACTACGGACCAAATCCCTTCTCACTTAAACGTATATTTTCACGTC
GGGCCCCTGATGCAGATGAACAACGTATATCCGAATGGCGAGTAGAGCGCCTAAGTCTAGATCGTT
TGCGGGAGCTATGGCATTTGAGATGTAGGAGTCAGGAGGATTTGATCAAGGT TGAGAAAGACGATG
ATTTTGACATGGGATACTGATATAAA-
AGTCAAGTGCGAACATTCACTCATTAGCGGCATAGATCGCAGAGGACAAAGTGGAATGAACTTTTT
GAATTCTTCCTCCAGCTGATGTGCAGAAGATTGTCTAAGCTAACCAGAGCATGTGGCTCGGCCTGE
CCTCCATCCTCTGTCGAGGAGTGGGCGACCAGTAGTCGTAATCTTCATGGTATCGTTTTGAAGCTA
ACCGTTACTCCACCCATGGAACAAAAGCACAACAGCTTAGTTCATCTGCCTGACGAGCTGGTTGAT
GAACTCCTCGCGGTTACCAAGGTCACCACCCTCGATGAAGTGCTTGAAC

H5(35 15 vera)
CCTAGTTGACATAGTATTCCATCCATGTTGAGAACAAGTCAGCTCAGCTTGGGCCCGATATCATCA
GGGCATGCGGTTGACTCACCCATTCACGTATAATCTTGGATCTGCACCTTCCATGGTGTAATCCAC
AACACTCCATCCGCTTCATACACGCTCATTACATCAAATTACTGCTGTTTATCCAAAACCACAATA
CCACACTACCACAATACACTAAGACGAAACTTTGTTCATCGAACCTTGTCGAGAAGCTTTGGAACA
CACCGAAACAGCAATGTGTCTCTACATGGTCGTTCACTACGGACCAAATCCCTTGTCACTTAAGCG
TATCTTCTCACGTCGGGCCCCTGATGCAGATGAACAACGTATGTCGGAATGGCGAGTAGAGCGLCCT
AAGTCTAGATCGTTTACGGGAGCTTTGGCATTTGAGATGTAGGAGTCAGGAGGATTTAATCAAGGT
GGAGAAAGACGATGATTTTGACATGGGATACTGATATAACAAGTCAAGTGCATACATTCACTCATT
ATCGGCATGGATCGCAGGGGACGAAGTGGAATGAACTTTTTGAATTCTTCCTCCAGCTGATGTGCA
GAAGATTGTCTAAGCTAACCAGAGCATGTGGCTCGGCCTGCCCTCCATCCTCTGTCGAGGAGTGGG
CGACCAGTAGTCGTAATCTTCATGGTATCGTTTTGAAGCTAACCGTTACTCCACCCATGGAACAAA
AGCACAACAGCTTAGTTCATCTGCCTGACGAGCTGGTTGATGAACTCCTCGCGGTTACCAAGGTCA
CCACCCTCGATGAAGTGCTTGAAC

H6 (27 10 2 GY vera)
CCTAGTTGACATAGTATTCCATCCATGTTGAGAATAAGTCAGCTCAGCTTGGGCCCGATATCATCA
GGGCATGCGGTTGACTCACCCATTCACGTATAATCTTGGATCTGCACCTTCCATGGTGTAATCCAC
AACACTCCATCCGCTTCATACACGCTCATTACATCAAATTACTGCTGTCCATTCAAAACCACAATA
CCACAC-——————-
TTCACTAAGGCGAAACTATATTCATCAAACCTTGTCGAGAAGCTCTCGAATCCACCAAAACAGCAA
TGTGTCTCTACCTGGTCGTTCACTACGGACCAAATCCCTTGTCACTTAAGCGTATCTTCTCACGTC
GGGCCCCTGATGCAGATGAACAACGTATGTCTGAATGGCGAGTAGAGCGCCTAAGTCTAGATCGCT
TGCGGGAGCTTCGGCATTTGAGATGTAGGAGTCAGGAGGATTTAATCAAGGTGGAGAAAGACGATG
ATTTTGACATGGGATACTGATATAAATAGTCAAGTGCATACATTCACTCATTATCGGCATGGATTG
CAGGGGACAAAGTGGAATGAACTTTTTGAATTCTTCCTCCAGCTGATGTGCAGAAGATTGTCTAAG
CTAACCAGAGCATGTGGCTCGGCCTGCCCTCCATCCTCTGTCGAGGAGTGGGCGACCAGTAGTCGT
GATCTTCATGGTATCGTTTTGAAGCTAACCGTTACTCCACCCATTGAACAAAAGCACAACAGCTTA
GTTCATCTGCCTGACGAGCTGGTTGATGAACTCCTCGCGGTTACCAAGGTCACCACCCTCGATGAA
GTGCTTGAAC



H7 (35 35 lentiscus)
CCTAGTTGACATAGTATTCCATCCATGTTGAGAATAAGTCAGCTCAGCTTGGGCCCGATATCATCA
GGGCATGCGGTTGACTCACCCATTCACGTATAATCTTGGATCTGCACCTTCCATGGTGTAATCCAC
AACACTCCATCCGCTTCATACACGCTCATTACATCAAATTACTGCTGTTCGTTCAAAACCACAATA
CCACAC—-—=————-
TACACTAAGACGAAACTTTATTCATCGAACCTTGTCGAGAAGCTCTGGAACACACCGAAACAGCAA
TGTGTCTTTACCTGGTCGTTCACTACGGACCAAATCCCTTCTCACTTAAACGTATATTTTCACGTC
GGGCCCCTGATGCAGATGAACAACGTATATCCGAATGGCGAGTAGAGCGCCTAAGTCTAGATCGTT
TGCGGGAGCTATGGCATTTGAGATGTAGGAGTCAGGAGGATTTGATCAAGGTTGAGAAAGACGATG
ATTTTGACATGGGATACTGATATAAA-
AGTCAAGTGCGAACATTCACTCATTAGCGGCATAGATCGCAGAGGACAAAGTGGAATGAACTTTTT
GAATTCTTCCTCCAGCTGATGTGCAGAAGATTGTCTAAGCTAACCAGAGCATGTGGCTCGGCCTGC
CCTCCATCCTCTGTCGAGGAGTGGGCGACCAGTAGTCGTAATCTTCATGGTATCGTTTTGAAGCTA
ACCGTTACTCCACCCATGGAACAAAAGCACAACAGCTTAGTTCATCTGCCTGACGAGCTGGTTGAT
GAACTCCTCGCGGTTACCAAGGTCACCACCCTCGATGAAGTGCTTGAAC

H8 (27 31 1 G vera)
CCTAGTTGACATAGTATTCCATCCATGTTGAGAATAAGTCAGCTCAGCTTGGGCCCGATATCATCA
GGGCATGCGGTTGACTCACCCATTCACGTATAATCTTGGATCTGCACCTTCCATGGTGTAATCCAC
AACACTCCATCCGCTTCATACACGCTCATTACATCAAATTACTGCTGTCCATTCAAAACCACAATA
CCACAC—-—-—————-
TTCACTAAGGCGAAACTATATTCATCAAACCTTGTCGAGAAGCTCTCGAATCCACCAAAACAGCAA
TGTGTCTCTACCTGGTCGTTCACTACGGACCAAATCCCTTGTCACTTAAGCGTATCTTCTCACGTC
GGGCCCCTGATGCAGATGAACAACGTATGTCTGAATGGCGAGTAGAGCGCCTATGTCTAGATCGCT
TGCGGGAGCTTTGGCATTTGAGATGTAGGAGTCAGGAGGATTTAATCAAGGTGGAGAAAGACGATG
ATTTTGACATGGGATACTGATATAAATAGTCAAGTGCATACATTCACTCATTATCGGCATGGATTG
CAGGGGACAAAGTGGAATGAACTTTTTGAATTCTTCCTCCAGCTGATGTGCAGAAGATTGTCTAAG
CTAACCAGAGCATGTGGCTCGGCCTGCCCTCCATCCTCTGTCGAGGAGTGGGCGACCAGTAGTCGT
GATCTTCATGGTATCGTTTTGAAGCTAACCGTTACTCCACCCATTGAACAAAAGCACAACAGCTTA
GTTCATCTGCCTGACGAGCTGGTTGATGAACTCCTCGCGGTTACCAAGGTCACCACCCTCGATGAA
GTGCTTGAAC

H9 (63 13 GY vera)
CCTAGTTGACATAGTATTCCATCCATGTTGAGAATAAGTCAACTCAGCTTGGGCCCGATATCATCA
GGGCATGCGGTTGACTCACCCATTCACGTATAATCTTGGATCTGCACCTTCCATGGTGTAATCCAC
AACACTCCATCCGCTTCATACACGCTCATTACATCAAATTACTGCTGTCCATTCAAAACCACAATA
CCACAC——=-—————
TTCACTAAGGCGAAACTATATTCATCAAACCTTGTCGAGAAGCTCTCGAATCCACCAAAACAGCAA
TGTGTCTCTACCTGGTCGTTCACTACGGACCAAATCCCTTGTCACTTAAGCGTATCTTCTCACGTC
GGGCCCCTGATGCAGATGAACAACGTATGTCTGAATGGCGAGTAGAGCGCCTAAGTCTAGATCGCT
TGCGGGAGCTTTGGCATTTGAGATGTAGGAGTCAGGAGGATTTAATCAAGGTGGAGAAAGACGATG
ATTTTGACATGGGATACTGATAAAAATAGTCAAGTGCATACATTCACTCATTATCGGCATGGATTG
CAGGGGACAAAGTGGAATGAACTTTTTGAATTCTTCCTCCAGCTGATGTGCAGAAGATTGTCTAAG
CTAACCAGAGCATGTGGCTCGGCCTGCCCTCCATCCTCTGTCGAGGAGTGGGCGACCAGTAGTCGT
GATCTTCATGGTATCGTTTTGAAGCTAACCGTTACTCCACCCATTGAACAAAAGCACAACAGCTTA
GTTCATCTGCCTGACGAGCTGGTTGATGAACTCCTCGCGGTTACCAAGGTCACCACCCTCGATGAA
GTGCTTGAAC

Xl



H10 (35 43 terebinthus)
CCTAGTTGACATAGTATTCCATCCATGTTGAGAATAAGTCAGCTCAGCTTGGGCCCGATATCATCA
GGGCATGCGGTTGACTCACCCATTCACGTATAATCTTGGATCTGCACCTTCCATGGTGTAATCCAC
AACACTCCATCCGCTTCATACACGCTCATTACATCAAATTACTGCTGTTTATCCAAAACCACAATA
CCACACTACCACAATACACTAAGACGAAACTTTGTTCATCGAACCTTGTCGAGAAGCTTTGGAACA
CACCGAAACAGCAATGTGTCTCTACATGGTCGTTCACTACGGACCAAATCCCTTGTCACTTAAGCG
TATCTTCTCACGTCGGGCCCCTGATGCAGATGAACAACGTATGTCGGAATGGCGAGTAGAGCGCCT
AAGTCTAGATCGTTTACGGGAGCTTTGGCATTTGAGATGTAGGAGTCAGGAGGATTTAATCAAGGT
GGAGAAAGACGATGATTTTGACATGGGATACTGATATAACAAGTCAAGTGCATACATTCACTCATT
ATCGGCATGGATCGCAGGGGACGAAGTGGAATGAACTTTTTGAATTCTTCCTCCAGCTGATGTGCA
GAAGATTGTCTAAGCTAACCAGAGCATGTGGCTCGGCCTGCCCTCCATCCTCTGTCGAGGAGTGGG
CGACCAGTAGTCGTAATCTTCATGGTATCGTTTTGAAGCTAACCGTTACTCCACCCATGGAACAAA
AGCACAACAGCTTAGTTCATCTGCCTGACGAGCTGGTTGATGAACTCCTCGCGGTTACCAAGGTCA
CCACCCTCGATGAAGTGCTTGAAC

H11(27 16 _1 vera)
CCTAGTTGACATAGTATTCCATCCATGTTGAGAATAAGTCAGCTCAGCTTGGGCCCGATATCATCA
GGGCATGCGGTTGACTCACCCATTCACGTATAATCTTGGATCTGCACCTTCCATGGTGTAATCCAC
AACACTCCATCCGCTTCATACACGCTCATTACATCAAATTACTGCTGTCCATTCAAAACCACAATA
CCACAC--------
TTCACTAAGGCGAAACTATATTCATCAAACCTTGTCGAGAAGCTCTCGAATCCACCAAAACAGCAA
TGTGTCTCTACCTGGTCGTTCACTACGGACCAAATCCCTTGTCACTTAAGCGTATCTTCTCACGTC
GGGCCCCTGATGCAGATGAACAACGTATGTCTGAATGGCGAGTAGAGCGCCTGAGTCTAGATCGCT
TGCGGGAGCTTTGGCATTTGAGATGTAGGAGTCAGGAGGATTTAATCAAGGTGGAGAAAGACGATG
ATTTTGACATGGGATACTGATATAAATAGTCAAGTGCATACATTCACTCATTATCGGCATGGATTG
CAGGGGACAAAGTGGAATGAACTTTTTGAATTCTTCCTCCAGCTGATGTGCAGAAGATTGTCTAAG
CTAACCAGAGCATGTGGCTCGGCCTGCCCTCCATCCTCTGTCGAGGAGTGGGCGACCAGTAGTCGT
GATCTTCATGGTATCGTTTTGAAGCTAACCGTTACTCCACCCATTGAACAAAAGCACAACAGCTTA
GTTCATCTGCCTGACGAGCTGGTTGATGAACTCCTCGCGGTTACCAAGGTCACCACCCTCGATGAA
GTGCTTGAAC

H12 (35 20 1 atlantica)
CCTAGTTGACATAGTATTCCATCCATGTTGAGAATAAGTCAGCTCAGCTTGGGCCCGATATCATCA
GGGCATGCGGTTGACTCACCCATTCACGTATAATCTTGGATCTGCACCTTCCATGGTGTAATCCAC
AACACTCCATCCGCTTCATACACGCTCATTACATCAAATTACTGCTGTCCATTCAAAACCACAATA
CCACAC-———-——--
TTCACTAAGGCGAAACTATATTCATCAAACCTTGTCGAGAAGCTCTCGAATCCACCAAAACAGCAA
TGTGTCTCTACCTGGTCGTTCACTACGGACCAAATCCCTTGTCACTTAAGCGTATCTTCTCACGTC
GGGCCCCTGATGCAGATGAACAACGTATGTCTGAATGGCGAGTAGAGCGCCTAAGTCTAGATCGCT
TGCGGGAGCTTTGGCATTTGAGATGTAGGAGTCAGGAGGATTTAATCAAGGTGGAGAAAGACGATG
ATTTTGACATGGGATACTGATAAAAATAGTCAAGTGCATACATTCACTCATTATCGGCATGGATTG
CAGGGGACAAAGTGGAATGAACTTTTTGAATTCTTCCTCCAGCTGATGTGCAGAAGATTGTCTAAG
CTAACCAGAGCATGTGGCTCGGCCTGCCCTCCATCCTCTGTCGAGGAGTGGGCGACCAGTAGTCGT
GATCTTCATGGTATCGTTTTGAAGCTAACCGTTACTCCACCCATTGAACAAAAGCACAACAGCTTA
GTTCATCTGCCTGACGAGCTGGTTGATGAACTCCTCGCGGTTACCAAGGTCACCACCCTCGATGAA
GTGCTTGAAC

Xl



Ek Cizelge 6. Elektroforez tampon ¢ozeltisi 5X TBE (11t) pH: 8.00

Bilesen Miktar
Tris base 54 g
Borik asit 2759

EDTA 20 ml

dH20 ~1000

Ek Cizelge 7. Na-EDTA soliisyonu (11t-0,5M)

Bilesen Miktar
EDTA 186,1 g
NaOH 209
dH20 ~1000

Ek Cizelge 8. Manuel DNA izolasonunda kullanilan liziz tampon ¢ozeltisi igerigi

Bilesen Final Concentration Volume

1M Tris-HCI, pH 8.0 0.2M Tris HCI, pH 8.0 25mL
1M NaCl 0,5M 62,5mL
0,5M EDTA 0,01M EDTA 2,5mL
2% SDS 1% SDS 6.25mL
100mL

X1
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