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Endofitik funguslar, bitki dokularinda genellikle zarara yol a¢madan
yasamakta, ancak bazilar1 stres kosullarinda patojenik hale gelebilmektedir.
Bitkilerin stres ve zararlilara karst direncini artirarak ekosistem sagligini
desteklemekte ve biyokontrol ajani1 olarak kimyasal pestisitlere dogal bir alternatif
sunmaktadir. Ayrica, biyoaktif bilesiklerin liretiminde potansiyel kaynaklar olarak
biyoteknoloji ¢alismalarinda biiylik umut vaat etmektedirler.

Bu calismadaki fungal endofitler Tirkiye'ye 6zgli ve ekonomik degeri
yiiksek bir odunsu bitki olan Liquidambar orientalis Mill.’in yaprak ve yaprak
sapindan izole edilmistir. Bitki materyalleri Mugla il sinirlart igerisinde yer alan 10
farkli 6rnek alandan Eyliil 2023 te toplanmustir. Izolasyonlar sonucunda 499 fungal
izolat elde edilmis ve bu izolatlar 38 farkli morfolojik gruba atanmistir. Her
morfolojik gruptan temsili izolatlar, DNA izolasyonuna ve ardindan ITS (Internal
Transcribed Spacer) ve Beta-tubulin gen bolgelerinin PCR reaksiyonuna tabi
tutulmustur.

Tim funguslar Ascomycota subesine ait olup 11 fungus cins diizeyinde 26
fungus tiir diizeyinde olmak tizere 15 farkli familyadan toplam 37 grup fungus
tanimlanmustir. Elde edilen fungal gruplar arasinda daha 6nce kaydi olmayan bir tiir
bulunmustur. En yaygin familyalar sirasiyla; Diaporthaceae (%34,86),
Pleosporaceae (%23,44), ve Botryosphaeriaceae (%?22,24) familyalaridir. En
yaygin ve baskin tiirler sirasiyla Diaporthe eres (%15,03), Phomopsis sp. (%12,42),
Alternaria sp. (%11,22)’dir. Fungal gesitlilik tizerinde yapilan analizlerde, Shannon
ve Simpson alfa ¢esitlilik indeksleri, Chaol indeksi ve tiir zenginligi verileri
kullanilmistir. Bu analizler, mekansal, bireysel, yonelimsel, doku tipi, doku
bolgeleri ve besiyerine bagli varyasyon verileri ile gergeklestirilmis ve istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar bulunmustur.

L. orientalis i¢in daha once fungal endofitlerin bildirildigi herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada yapilan tiim endofit kayitlar1 bu tiir i¢in
ilk kez rapor edilmistir. Ayrica Alternaria destruens, Alternaria alstroemeriae,
Stemphylium majusculum, Diaporthe cynaroidis, Pseudopithomyces rosae,
Nothophoma variabilis, Cladosporium endophyticum, Cladosporium colombia,
Muyocopron sp., Sphaerulina rhododendricola, Constantinomyces macerans,
Aequabiliella effusa tiirleri Tiirkiye’de ilk kayit niteligi tasgimaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: fungal endofit, fungal patojen, mikobiyota, ITS,
Beta-tubilin, Tiirkiye



ABSTRACT

DETERMINATION OF ENDOPHYTIC MYCOBIOTA IN LEAVES OF
ANATOLIAN SWEETGUM TREE (Liquidambar orientalis Mill.)
MSC THESIS
SULTAN AKYOL
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: ASST. PROF. DR. REFiKA CEYDA BERAM)
DENIZLI, AUGUST 2024

Endophytic fungi generally live within plant tissues without causing harm,
but some can become pathogenic under stress conditions. They enhance plant
resistance to stress and pests, supporting ecosystem health, and serve as natural
alternatives to chemical pesticides in biocontrol. Additionally, as potential sources
for the production of bioactive compounds, they hold great promise in
biotechnological research.

In this study, fungal endophytes were isolated from the leaves and petioles
of Liquidambar orientalis Mill., a woody plant endemic to Tirkiye with high
economic value. Plant materials were collected from 10 different sampling sites
within Mugla province in September 2023. As a result of the isolations, 499 fungal
isolates were obtained and assigned to 38 different morphological groups.
Representative isolates from each morphological group were subjected to DNA
isolation, followed by PCR reactions targeting the ITS (Internal Transcribed
Spacer) and beta-tubulin gene regions.

All fungi belong to the Ascomycota phylum, with a total of 37 fungal groups
identified across 15 different families, including 11 genera and 26 species. Among
the fungal groups obtained, a previously unrecorded species was identified. The
most common families were Diaporthaceae (%34.86), Pleosporaceae (%23.44), and
Botryosphaeriaceae (%22.24). The most common and dominant species were
Diaporthe eres (%15.03), Phomopsis sp. (%12.42), and Alternaria sp. (%11.22).
Fungal diversity analyses, including Shannon and Simpson alpha diversity indices,
Chaol index, and species richness, revealed statistically significant variations based
on spatial, individual, directional, tissue type, tissue region, and medium-related
factors.

This study represents the first report of endophytic fungi associated with L.
orientalis, marking a significant contribution to the knowledge of this species.
Furthermore, the species Alternaria destruens, Alternaria alstroemeriae,
Stemphylium majusculum, Diaporthe cynaroidis, Pseudopithomyces rosae,
Nothophoma variabilis, Cladosporium endophyticum, Cladosporium colombia,
Muyocopron sp., Sphaerulina rhododendricola, Constantinomyces macerans, and
Aequabiliella effusa are reported for the first time in Tiirkiye.

KEYWORDS: fungal endophyte, fungal pathogen, mycobiota, ITS, Beta-tubilin,
Tirkiye
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1. GIRIS

Funguslar, bitkiler, hayvanlar ve diger mikroorganizmalarla parazitik veya
simbiyotik iligkiler kurabilen 6karyotik organizmalardir. Genellikle nemli ve karanlik
ortamlarda yasamayi tercih eden bu canlilar, ekosistem siireglerini diizenlemede
onemli roller istlenmektedir (Vétrovsky ve dig. 2019). Organik maddenin ana
ayristiricilari, bitkilerin ortaklar: veya patojenleri olarak bilinen funguslar; bitkilerin
birincil {iiretimini, karbon mineralizasyonunu ve tutulmasimi Onemli Olgiide
etkilerleyerek toprak karbon dengesinin 6nemli diizenleyicileri arasinda yer alir (Peay

ve dig. 2016).

Biyogesitlilik, bir ekosistemde bulunan genetik cesitlilik, tiir ¢esitliligi ve
ekosistem gesitliligi gibi farkli katmanlardaki cesitliligi ifade eder (Reid ve dig. 2005).
Funguslar, ekosistemlerde onemli rol oynayan ve yiiksek biyogesitlilige sahip
organizmalardir. Biyogesitlilikleri, genetik ¢esitlilik, ekosistemlerdeki fonksiyonel

roller ve farkli habitatlarda bulunma yeteneklerini igerir (Giguere-Tremblay ve dig.
2020).

Fungus topluluklari, genis bir ekolojik nis spektrumunu isgal etmekte ve cesitli
temel islevleri yerine getirmektedir. Bu nedenle, bircok orman ekosisteminin iglevinde
hayati bir rol oynamaktadir (Balami ve dig. 2020). Ornegin, baz1 fungus tiirleri
bitkilerde endofitik olarak yasayarak bitki biliylimesini desteklerken, bazilari ise
patojenik olup bitki hastaliklarina neden olabilmektedir (Afandhi ve dig. 2019).
Ozellikle tarimsal ortamlarda, funguslar bitki hastaliklarinin yayilmasina ve ciddi
verim kayiplarina katkida bulunabilmektedir (Park ve dig. 2020). Ayrica, bazi
funguslar hayvanlarda hastaliklara neden olabilmekte; bazi entomopatojenik funguslar
bocekleri enfekte ederek orman ve tarim alanlarinda zarara neden olan bodcek

poptilasyonlarini kontrol edebilmektedir (Ortega-Palomares ve dig. 2014).

Ormanlar, insan yasaminin ve c¢evrenin ¢esitli yonlerinde hayati roller
iistlenmektedir. Bu dogal alanlar, atmosferdeki karbonu depolayarak iklim
degisikligiyle miicadelede kritik rol oynamaktadir. Ayrica, ormanlar su dongiisiinii

diizenleyerek, topragi erozyondan korumakta ve biyolojik ¢esitliligin korunmasina

1



katkida bulunmaktadir (Li ve dig. 2022; Taddese ve dig. 2022). Diinya
ekosistemlerinin siirdiiriilebilirligi ve insan refahi agisindan biiyiik 6nem tasiyan
ormanlar, milyonlarca bitki, hayvan ve mikroorganizma tiiriine ev sahipligi yapmakta
ve bir¢ok yerli toplulugun kiiltiirel mirasin1 ve yasam bicimini desteklemektedir.
Ormanlarin sagladigi ekosistem hizmetleri, ekonomik kalkinma ve insan saglig
acisindan da biiyiik deger tasimaktadir (IPCC 2019; FAO 2020). Ayrica ormanlar
insan ruh saglig iizerinde de bir¢cok olumlu etki saglamaktadir. Stresi azaltma, refahi
artirma ve ¢evre dostu davranislari tesvik etme yoluyla ormanlar, bireylerin mental
sagliklarim iyilestirmektedir (Pichlerova ve dig. 2023). Ayni zamanda, ormanlar
gecim kaynaginin saglanmasi ve ekonominin desteklenmesi agisindan da biiyiik

oneme sahiptir (Birch ve dig. 2014; Acharya ve dig. 2019).

Orman ekosistemlerinde, bitkiler ve mikroorganizmalar arasindaki simbiyotik
iligkiler, ekosistemin isleyisi ve saglig i¢in gerekli ve hayatidir. Bu simbiyotik
iliskiler, bitkilerin ve funguslarin uyum saglamasina, biyotik ve abiyotik stresi
azaltarak biliylimeyi tesvik etmesine ve sinyal yoluyla degisikliklere ugramasina
olanak tamimaktadir (Braga ve dig. 2016). Ozellikle mikorizal funguslar ve azot
sabitleyici bakteriler gibi mikroorganizmalar, besin dongiisiinde hayati rol oynayarak
orman ekosistemlerinin genel sagligina ve firetkenligine katkida bulunmaktadir

(Jasper 2007; Opik ve dig. 2009).

Bitki-fungus iliskisi, simbiyotik ortaklik olarak bilinir ve bu iligki bitkiler ile
funguslar arasinda karsilikli yarar saglayan bir etkilesimi ifade etmektedir. Bu iliski,
bitkilerin kok sistemleri ile funguslarin misel aglar1 arasinda gelisir. Ornegin,
arbuskiiler mikorizal (AM) funguslar, bitki koklerini kolonilestirerek bitkilerin
topraktan mineral besinleri almasia yardimci olurken, bitkiler de funguslara karbon
saglamaktadir (Backer ve dig. 2018). Bu karsilikli iliski, bitki bliylimesini destekler,
topragin verimliligini artirir ve ekosistemdeki besin dongisiinii gli¢lendirir (Backer ve
dig. 2018; Yiizbasioglu 2021). Ayrica, bitki-fungus iliskisi hastaliklara karst direnci
artirarak bitki sagligim korumakta ve bitkinin gevresel streslere karsi direncini
arttirmaktadir (Bellande 2017). Bu karmagik iliski, bitki ve funguslarin birlikte
gelismesine, cesitli habitatlara uyum saglamasina ve ekosistemde 6nemli bir rol

oynamasina olanak tanimaktadir (Miicevher 2021).



Funguslarin yasam dongiileri genellikle spor olusumu, spor dagilimi, konak
kolonizasyonu, enfeksiyon ve iireme asamalarini igerir. Ornegin, bazi funguslar
sporlarmi bitki yapraklarina yerlestirerek enfeksiyon olusturabilmekte ve bu da bitki
hastaliklarina yol agabilmektedir (Park ve dig. 2020). Bu siirecte funguslar siklikla
cevresel faktorlerden etkilenmekte ve uygun kosullar altinda hizla ¢ogalabilmektedir
(Acevedo ve Naulin 2022). Ozellikle funguslarin gevresel faktorlere duyarliligi ve
konakgilarla olan etkilesimleri; ekosistem dengelerini etkileyebilmekte, ortamdaki
funguslar ve diger canlilar igin biyolojik c¢esitliligin korunmasinda 6nemli roller
oynamaktadir (Acevedo ve Naulin 2022). Kiiresel degisimin biiytikliigii géz Oniine
alindiginda, iklim ve diger ¢evresel faktorlerin fungus topluluklarinin gesitliligini ve
dagilimini nasil etkiledigini belirlemek biiylik 6nem tagimaktadir (Hillebrand 2004).
Ciinki funguslar, 1s1 ve kuraklik gibi iklim degisikligiyle iliskili abiyotik stresorleri
tyilestirerek bitkilere fayda saglayabildikleri gibi (Redman ve dig. 2002; Kivlin ve dig.
2013) iklim degisikligiyle artan 1s1 ve kuraklik ile bitkileri stres altina sokarak siddetli
kurumalara da neden oldugu bilinmektedir. Cesitli yasam dongiileri ve konakg1
iliskileriyle genis bir biyolojik cesitlilik sergileyen funguslarin kurak alanlardaki iklim
faktorlerinden etkilendigi de bildirilmistir (Maestre ve dig. 2015). Funguslarinda
yasam tarzlarini ve ekolojik rollerini tanimlarken onlar1 mikorizal, saprofitik, patojen

ve endofit olarak ayirabilmekteyiz.

Mikorizal funguslar, bitkilerle karsilikli bir aligveris igerisinde Onemli bir
simbiyotik iligki yiriitirler ve bu iliski, bitkilerin mineral beslenmesini ve
direnclerinin artirilmasini saglar (Akpinar ve dig. 2020; Yurdakul 2023). Mikorizal
funguslar, topraktan besin elementlerinin alinmasina yardimci olur ve bitkilerin
kuraklik stresine karsi daha direncli olmalarim saglar (Toprak 2020). Ozellikle
arbuskiiler mikorizal (AM) funguslari, bitkilerin topraktan su ve besin maddelerini
daha etkin bir sekilde almasina yardimci olur ve kuraklik gibi zorlayici1 kosullarda bile
daha iyi gelismelerini saglar (Toprak 2020). Ayrica, mikorizal funguslar, bitkilerin
c¢imlenmesi i¢in gerekli olan ortami olusturur ve bitkilerin kok salgilar1 ve hidroliz
yoluyla organik fosfor alimimi artirirlar (Yurdakul 2023). Baz1 bitkiler, mikorizal
funguslar olmadan gimlenemez ve biiyiiyemezler. Ornegin, orkideler mikorizal
funguslarla simbiyotik bir iliski i¢inde olup, topraktan besinleri alarak biiyiirler (Kurt
ve Caliskan 2020; Aytar ve Kompe 2021). Morchella tiirii funguslar ise agaglarla

mikorizal iliski i¢cinde yasarlar ve bu iliski sayesinde bitkilerle besin aligverisi yaparak



hem funguslarin hem de bitkilerin biiylimesine katkida bulunurlar (Dagtekin ve dig.

2022).

Saprofitik funguslar, ¢iirimiis organik maddeler {izerinde yetisen ve yasayan
fungus tiirleridir. Bu funguslar, organik madde ve bitki artiklarinin ayrismasindan
sorumlu olup ekosistemdeki besin dongisiiniin diizenli devamliligim saglarlar (Satar
ve Ulusoy 2016; Ruiz Almenara ve dig. 2019). Spor iiretimi yoluyla iiremelerini
stirdiiriirler ve yeni besin kaynaklar: bulurlar (Karakurt ve Kalkanci 2023). Konake1
iliskileri acisindan, saprofitik funguslar genellikle bitki ve hayvan dokularinda
parazitik olmayan bir yagam siirerler. Bu tlir funguslar, bitki gelisimini destekleyerek
toprak sagligini iyilestirebilirler (Dagtekin ve dig. 2022). Parazitik funguslar, konak¢1
bitkinin besin maddelerini tiiketerek bitki hiicrelerinin metabolizmasini olumsuz
etkilerler. Bu durum, bitkide oksijen, fosfor ve nitrojen dengesinin bozulmasina yol
acar. Metabolik bozulmalar, bitkinin dokularinda, organlarinda ve bazen tiim bitki
boyunca yayilabilir. Bitki koklerinde, govdelerinde, yapraklarinda, ¢igeklerinde,
meyvelerinde ve tohumlarinda goriilen lekeler, solgunluklar, burugmalar, timorler,
fistiiller ve nekrozlar genellikle parazitik funguslarin neden oldugu belirtilerdir

(Bahgecioglu 1995).

Patojen funguslar, genellikle konak organizmanin dokularinda veya
olusumunda yasayarak konak organizmanin sagligini olumsuz etkilerler. Patojen
funguslar, genellikle karmagik bir iletisim ag1 iginde konak organizma ile etkilesirler.
Konak organizmanin saglik sistemi ile patojen fungus arasindaki etkilesimler,
enfeksiyonun seyrini belirleyebilir (Kdse ve dig. 2020). Orman ekosistemlerinde,
belirli patojen funguslarla miicadele edilen hastaliklara bakildiginda, fungus
hastaliklarinin giderek yayginlastigi goriilmektedir (Severoglu ve dig. 2021). Bazi
patojen funguslar, konak organizmadan hiicreler yayarak bulasabilir ve yeni
konakgilar bulabilirler. Bu yasam dongiisii, enfeksiyonlarin kontrol edilmesi ve
onlenmesi acisindan kritiktir (Ozoglu ve dig. 2022). Ornegin, baz1 bitki tiirlerindeki
patojen funguslar, hastaliklara neden olabilir ve bu bitki tiirlerinin populasyonlarini
etkileyebilirler (Altmok ve Cifgi 2019). Ozellikle patojen funguslarin bitki koklerine
zarar verme potansiyeli goz Onlinde bulundurularak bir¢ok arastirma yapilmaktadir
(Whipps 2001). Bu funguslarla miicadele etmek ve enfeksiyonlar1 6nlemek icin ¢esitli
tedavi yontemleri gelistirilmistir (Coskun 2018). Yapilan son calismalarlada birlikte



endofitik funguslarin bitki sagliginin korunmasinda ve patojenlerle etkili bir sekilde

miicadele edilmesinde énemli bir roller iistlendigi goriilmektedir (Ozdemir 2023).

Endofitik funguslar, konake¢1 bitkiye herhangi bir goriiniir zarar vermeden,
bitkilerin i¢ dokularinda yasayan fungus tiirleridir. Bu funguslar, bitkiler iizerinde
cesitli faydalar saglayarak bitkinin savunma mekanizmasini gii¢lendirip g¢evresel
streslere karsi direncini artirir (Deshmukh ve dig. 2018). Bununla birlikte dogrudan
bocekleri ve patojenleri inhibe edebilen veyahut bitkiyi uyararak pasif durumdaki
dayaniklilik mekanizmalarini harekete geciren sekonder metabolitler iiretebilirler
(Beram 2016; Ju ve dig. 2022). Endofitik funguslar firettikleri antimikrobiyal,
antitimOr ve antiinflamatuar aktiviteler gibi c¢esitli biyoaktif bilesikler bitki
hastaliklariyla miicadelede etkinlik gosterebilmektedir (Ortega ve dig. 2021).
Endofitik mikroorganizmalar tarafindan iiretilen baz1 kimyasallar, fitopatojenler de
dahil olmak iizere diger organizmalarin biiylimesini glicli bir sekilde engelleyen
antifungal, antibakteriyel ve insektisit 6zelliklere sahiptir. Endofitler gibi antagonistik
mikroorganizmalarm kullanimi, bitki hastaliklar1  miicadelesinde en ideal
yontemlerden biri olarak kabul edilir ve hastaliklarin biyokontroliinde biiylik umut

vaat etmektedir (Beram 2016).

Endofitik funguslar; bitkilerdeki hastaliklara, boceklere, patojenlere, kuraklik,
tuzluluk ve agir metal konsantrasyonlar1 gibi abiyotik streslere karsida direnci artirip;
bitkinin biiylimesine ve gelismesine yardimci olan fitohormonlar (oksinler ve
gibberellinler) gibi biyoaktif dogal {iriinlerin {iretimini saglayarak bitkinin bliylimesini
tesvik edebilirler (Kumar ve dig. 2019; Ortega ve dig. 2020). Bu funguslar, tarim, ilag
ve biyoremediasyon gibi bir¢ok alanda potansiyel uygulamalar sunmaktadir. Bu
potansiyel, Ozellikle biyoaktif bilesikler iiretme, bitki savunma mekanizmalarin
giiclendirme ve bitki biiylimesini destekleme yetenekleri sayesinde daha da
artmaktadir. Endofitik funguslarin sahip oldugu bu yetenekler hem bitki sagligina
katki saglamada hem de cevresel siirdiiriilebilirligi desteklemede onemli firsatlar
sunmaktadir (Bogas ve dig. 2024). Endofitik ¢esitliligin daha iyi anlagilmasi, ilag kesfi,
endiistriyel kullannm ve tarimsal uygulamalar i¢in yeni molekiillerin kesfi i¢in
muazzam potansiyele sahip énemli biyoaktif dogal iirlin kaynaklarinin arastirilmasina

yol agmigtir (Kumar ve dig. 2019).



Cogu fungus cinsi/tiirii kolonizasyon ig¢in hareket eden yaprak dokusunda
bulunan fitokimya ve mikro/makro besin igerikleri nedeniyle sadece belirli konuk¢u
bitki tiirlerinde bulunmaktadir (Arnold ve dig. 2003). Ayrica ayn1 bitki tiirii i¢indeki
endofitik fungus toplulugu olduk¢a dinamiktir ve taksonlarin zenginligi ve ¢esitliligi,
cesitli biyotik ve abiyotik faktorler tarafindan etkilenebilir ve belirlenebilir (Reis
2022).

Taxus tiirleri ile iliskili endofitik bir fungusta taksoliin kesfi (Stierle ve dig.
1993) ile birlikte, endofitik funguslar, tiir cesitliligi ve/veya biyoaktif molekiiller
tiretme kapasiteleriyle bilim camiasinin dikkatini ¢ekmistir (Reis ve dig. 2022). Bu
mikroorganizmalar, biyoteknolojik, tarimsal ve farmasotik uygulamalarda 6nemli bir
rol oynayabilecek biiylik potansiyele sahiptir. Endofitik funguslar, cesitli biyolojik
aktiviteleri olan ikincil metabolitler iiretebilirler ve bu 06zellikleri, onlar1 yeni
teknolojilerin gelistirilmesi agisindan olduk¢a degerli kilmaktadir. Ozellikle tarim
alaninda, biyogiibreler ve biyokontrol ajanlari gibi yenilik¢i ¢oziimler, kimyasal glibre
ve pestisit kullamimin1 azaltma potansiyeline sahiptir. Bu tiir uygulamalar, bitki
bliylimesini tesvik ederken, ayn1 zamanda bitkileri patojenlerden koruma islevi
gorebilir. Tarimsal liretim siirecinde bu tiir ¢evre dostu yaklagimlarin benimsenmesi,
ekosistem saglig1 ve siirdiiriilebilirlik acgisindan kritik éneme sahiptir (Liu ve dig.
2016). Farmasotik alanda ise, endofitik funguslar tarafindan {iretilen ikincil
metabolitler, antimikrobiyal, antikanser, antioksidan ve antiinflamatuar gibi ¢esitli
biyolojik aktiviteler gosteren bilesikler igerir. Bu bilesikler, yeni ilaglarin
gelistirilmesinde potansiyel kaynaklar olarak degerlendirilmektedir. Dolayisiyla,
endofitik funguslarin incelenmesi, sadece bitki saglig1 ve tarimsal verimlilik degil,
ayni zamanda insan sagligi ve endiistriyel uygulamalar i¢in de biiyiikk 6nem tasir
(Strobel ve Daisy 2003). Bu arastirma alani, yeni biyoteknolojik tiriinlerin kesfi ve
gelistirilmesine temel teskil etmekte ve siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu teknolojilerin
ilerlemesine katkida bulunmaktadir. Endofitik funguslarin biyolojik potansiyelini
anlamak hem mevcut uygulamalarin iyilestirilmesine hem de yeni, etkili ¢oziimler
gelistirilmesine olanak tamimaktadir. Bitkilerin endofit gesitliliginin belirlenmesi,
ekosistem fonksiyonlar1 ve bitki sagligi agisindan onemli bir arastirma konusudur

(Schulz ve dig. 2002).



Diinya literatiiriinde yapilan ¢alismalarin ¢ogu, endemik bitki tiirlerinin fungal
endofitler i¢in dnemli bir habitat oldugunu vurgulamis ve yeni fungal tiirler giderek
daha fazla tammlanmistir. Diinya literatiirinde farkli konukgulardan elde edilen
endofitik funguslarla ilgili ¢esitli caligmalar yapilmis olmasina ragmen, tilkemizdeki
orman agaclarinda fungal endofitlerin belirlenmesine yonelik sinirlt sayida calisma
bulunmaktadir (Gezgin ve Eltem 2009). Yapilan literatiir taramalarinda, 6zellikle
endemik agag tiirleri tizerinde yapilan fungal ¢alismalarin yeni kayitlar ortaya ¢ikardigi

goriilmektedir (Arnold ve Lutzoni 2007).

Bu tez ¢aligmasi, Tiirkiye'nin relikt endemik tiirlerinden biri olan Liquidambar.
orientalis Mill. (Anadolu sigla agaci)’in yaprak ve yaprak sapinda bulunan fungal
endofit ¢esitliligini anlamak ve bu ¢esitliligi potansiyel olarak etkileyebilecek bazi
ekolojik ve fiziksel parametreleri belirlemeyi amaglamaktadir. Bunun yani sira, bu
endemik tiirde bulunan potansiyel tehlikeli bitki patojenlerini tespit etmek ¢alismanin
diger bir amacidir. Boylece, tehlikeli bitki patojenlerine karsi nesli tehlikede olan bu
tiir igin ilk adim atilmis olacaktir. iklim degisikligi gibi sebeplerle, Neofusicoccum
cinsi Botryosphaeriaceae familyasina ait tiirlerin agagta endofit formdan patojen forma
doniisebilecegi bir¢cok calisma rapor edilmistir (Slippers ve Wingfield 2007).
Konukg¢uda mevcut olan fungal endofitlerin bilinmesi kadar, bu endofitlerin konukcu

iizerindeki biyocesitliligi ve bu biyogesitliligin nedenlerinin anlasilmasi da dnemlidir.

L.orientalis ile iliskili endofitik funguslar hakkinda uluslararasi literatiirde
mevcut bilgi eksiklikleri, bu arastirmayi1 essiz bir ekosistemden elde edilen fungal
endofitlerin taksonomik ¢esitlilik potansiyelini ortaya koyma agisindan son derece
onemli kilmistir. Bu nedenle, bu tiir iizerinde temel ¢alismalarin baslatilmasi, endofit
tiirlerinin tespiti, ekolojik ve evrimsel 6nemlerinin anlasilmasi agisindan biiylik bir
deger tagimaktadir. L. orientalis'in relikt endemik bir tiir olmasi, bu bitkinin endofit
cesitliligini incelemek icin ideal bir arastirma materyali olma gerekliligini ortaya
koymaktadir. Bu tiir, Tiirkiye'de 6nemli ekolojik bir degere sahip olup, nesli
tilkenmekte olan tiirler arasinda listelenmektedir (Urker ve dig. 2023). Bugiine kadar
L. orientalis ile iliskili fungal endofitler iizerine herhangi bir arastirmaya
rastlanmamistir. Bu ¢alisma, L. orientalis'in endofit ¢esitliligi tizerine Tiirkiye ve
diinya literatiiriinde yapilmis ilk rapor niteligini tasimaktadir. Boylece, bu arastirma,

bu tiirlin ekosistem igindeki rolii ve endofit ¢esitliligi hakkinda ©nemli veriler



saglayarak, hem bilimsel bilgi havuzuna katkida bulunacak hem de korunma

stratejilerinin gelistirilmesine 151k tutacaktir.

Bu baglamda, L. orientalis tiiriiniin endofit cesitliliginin ekolojik ve
biyoteknolojik acidan biiylik bir éneme sahip oldugu ve c¢alismadan elde edilen
bulgularin bu tiiriin korunmasi ve siirdiiriilebilirligi i¢cin 6nemli katkilar saglayacagi
diistiniilmektedir. Calismada ayrica bu endemik bitki tiirlinde bulunan endofitlerin
patojenik potansiyele sahip olma durumlari da degerlendirilmistir. Bu g¢alismanin
bulgulari, L. orientalis'in korunmasi ve siirdiiriilebilirligi i¢in onemli stratejilerin

gelistirilmesine katk1 saglayacaktir.



2. Liquidambar orientalis HAKKINDA GENEL BIiLGILER

2.1 Taksonomisi

Liquidambar, Altingiaceae familyasinin tek cinsi olup 15 tiir igermektedir. Bu
cinse ait tirler daha Once yapilan smniflandirmalarda siklikla Hamamelidaceae
familyasinda yer almaktaydi (Tablo 1). Ulkemizde geleneksel olarak "giinliik agac1"
olarak bilinen Anadolu sigla agaci (Liquidambar orientalis Mill.) Liquidambar cinsine
ait bir paleoendemik tiirdiir (Davis 1982; Arslan ve Sahin 2016). Tiirkiye'ye 6zgii bu
tir, Akdeniz ikliminin Kkarakteristik bitkilerinden biridir ve bu nedenle
ekosistemlerimizde 6zel bir oneme sahiptir. L. orientalis tiiri, iki alt tiirii ile taninir:
Liquidambar orientalis Mill var. orientalis ve Liquidambar orientalis var. integrifolia
(Aitchison) letsw. (Selim ve Sonmez 2015).

Kingdom: Plantae

Clade: Tracheophytes
Clade: Angiosperms
Clade: Eudicots

Order: Saxifragales
Family: Altingiaceae
Genus: Liquidambar
Species: L. orientalis Mill.

Tablo 1 Liquidambar orientalis’in taksonomik siniflandirmasi



2.2 Yayihsi

L. orientalis, Tiirkiye'nin glineybatisinda, 6zellikle Mugla, Aydin ve Denizli
illerinde dogal olarak yetisir (Davis 1982). Bu tiir, Tiirkiye'de en genis yayilisini
Mugla ilinde, 6zellikle Koycegiz, Dalaman, Fethiye, Ula ve Marmaris ilgelerinde
gosterir (OGM 2023). Tirkiye ve Rodos Adasi disinda dogal olarak bulunmayan L.
orientalis, diger iilkelerde peyzaj diizenlemeleri veya botanik bahgelerinde
yetistirilebilir. Ancak, bu tiir Tirkiye'ye 6zgii olup, ililkemizdeki ekosistemler i¢in

6nemli bir yer tutar.

L. orientalis'in dagilimi, Dogu ve Bati Asya, Kuzeydogu Amerika ve Orta
Amerika gibi gesitli bolgelerde de belirtilmis olmakla birlikte, Tiirkiye bu tiirin
merkezi yayilis alanidir (Uniigiil ve dig. 2022). Ancak son 50 yil i¢inde, L. orientalis
ormanlarinda 6nemli Slgiide kayiplar yasanmistir. Kurt (2008) tarafindan yapilan
arastirmalara gore, 1940'larda Tiirkiye'deki toplam L. orientalis ormanlik alan1 6300
hektar iken, giinlimiizde bu alan sadece 1350 hektara diigsmiistiir. Bu ciddi azalma, L.
orientalis iizerine arastirmalarin artmasina ve bu tiiriin korunmasi ig¢in daha fazla

cabanin gerektigine isaret etmektedir (Selim ve Sonmez 2015).

2.3 Botanik ozellikleri

Balsam kanallar1 bulunan Liquidambar; Latince s1vi anlamina gelen “liquidus”
ve Arapca giizel kokulu maddelere verilen ortak ad anlamina gelen “amber”
sozciiklerinin birlesmesinden olusmustur, giizel kokulu sivi anlami tasimaktadir
(Arslan ve Sahin 2016). Genellikle uzun émiirlii olup, 500 y1l veya daha uzun siire
yasayabilir. L. orientalis genis yaprakli bir tiirdiir ve biiyiik, genis yapraklar1 ve
belirgin disli kenarlar1 ile taninir. Sonbaharda, yapraklari canli kirmizi ve turuncu
renklere doniisiir, bu da bitkinin dekoratif degerini artirir. Yaklasik 30-35 metre
yiikseklige, 100 cm ¢apinda bir gvdeye sahip olabilir. Cigekleri, kiiciik ve yesilimsi
renkte olup, genellikle sonbaharda olgunlasir. Tek eseyli ¢icekler Mart ile Nisan
arasinda acar. Meyveler Kasim ile Aralik arasinda olgunlasir ve tohumlar riizgarla
dagilir. Meyveleri, dikenli kapsiiller seklindedir ve olgunlastiginda kahverengi bir renk
alir (Smilyanets ve dig. 2024). Aga¢ zengin, derin ve nemli topraklarda, batakliklar,
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nehir kenarlar1 ve kiy1 bolgelerinde optimal biiyiime gosterir, ancak egimli ve kuru

topraklarda da yetisebilir.

Bu tiirde gengken kabuk catlamaz, ancak yaslandiginda yariklar olusur. Geng
kabuk griye calan bir renkte olup, yaslandik¢a gri-kahverengi veya kahverengiye
doner (Arslan ve Sahin 2016). Geng lentiseller ilk basta yesilimsi, sonra kirmizimsi-
kahverengi ve ince goriiniir. Yiizeydeki lentiseller kii¢iik ve ¢iplak gbzle goriiniir. Yan
tomurcuklar, siirglinler iizerinde ¢ok sira halinde ve lentiselere dogru egilimli olarak
diizenlenmistir. Apikal tomurcuk, yan tomurcuklardan biraz daha biiyiiktiir.
Tomurcuklar yumurta seklinde, elipsoidal ve sivridir, parlak olup, pul kenarlar1 hafifce
kivrimhidir, kahverengi ve c¢iplaktir. Pul renginin elma yesili-kahverengi oldugu
goriiliir. Ovuldugunda aromatik bir koku yayar (Atay 1985; Yaltirik ve Efe 1994;
Ansin ve Ozkan 1997; Alan ve Kaya 2003; Ozmen 2011).

Bes loblu ve radyal damarlar1 olan yapraklarda her lob genellikle ikincil loblara ayrilir.
Kiit veya sivri ucu olan loblarin sayisi nadiren 3 veya 7'dir. Yapraklarin kenarlari ince
ve diizenli dislidir. Yaprak sapinin tabaninda, ana damarlarin birlesim yerinde, sapli
sa¢ demetleri bulunur ve baz1 yapraklarda bu saglar dnemsizdir. Ust yiizey tamamen
ciplak ve parlak yesildir. Yaprak sapt ince ve olduk¢a uzundur. Erkek cicekler tahta
seklindedir ve tomurcuklarin iist ekseninde yogun ve sarkik, alt tarafinda ise daha az

siklikta bulunur (Arslan ve Sahin 2016).

24 Tibbi ve Kozmetik Kullanimlar ile Ekonomik Onemi

L. orientalis, ozellikle tibbi ve kozmetik alanlarda genis bir kullanim
yelpazesine sahip olan 6nemli bir odunsu bitkidir. Akdeniz bolgesinde yaygin olarak
bulunan bu bitki, regine tiretimi ve ¢esitli farmasotik iirtinlerin hazirlanmasinda degerli
bir kaynak olarak kabul edilir (Baytop 1999). Regineleri, Ozellikle antiseptik ve
antiinflamatuar 6zellikleri nedeniyle geleneksel tipta uzun yillardir kullanilmaktadir.
Bu bitkinin regineleri, cilt bakim {iriinlerinde ve kozmetiklerde sik¢a tercih edilirken,

ayn1 zamanda dogal antiseptik 6zellikleri nedeniyle ¢esitli saglik iirlinlerinde de yer
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almaktadir. Bitkinin saglik alanindaki bu kullanimlari, onun ekonomik 6nemini ve

ekosistem igindeki roliinii 6nemli dl¢iide artirmaktadir (Giirbiiz ve dig. 2002).

L. orientalis'in farmasotik ve kozmetik uygulamalardaki potansiyeli hem yerel
hem de uluslararasi pazarlarda biiylik bir deger tagir. Tibbi kullanimlarinda, 6zellikle
antiinflamatuar ve antiseptik 6zellikleri, bitkinin terapotik uygulamalarini destekler.
Ayrica, bitkinin recinelerinin ve diger bilesenlerinin islenmesi, ekonomik faydalar
saglayan bir endiistriyel siire¢ olusturur. Bu yonleriyle L. orientalis, ekosistem
hizmetlerinin ve biyoteknolojik iiriinlerin saglanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir
(Ustaoglu 2019).

L. orientalis, antibakteriyel amagli ugucu yag mikrokapsiillerinin sentezi
(Caglar ve Sahbaz 2023), tedavi edici 6zelliklerinin degerlendirilmesi (Baloglu 2023)
ve yara pansuman malzemesi olarak potansiyeli (Demir ve dig. 2022) dahil olmak
tizere ¢esitli alanlarinda kullanilmistir. Ayrica, bu tiriin farkli ekstraktlarinin
antimikrobiyal ozellikleri ve kimyasal bilesimi arastirilarak mikrobiyolojideki

potansiyel uygulamalari ortaya konmustur (Keskin ve Giivensen 2022).

L. orientalis, gesitli biyoaktif bilesiklerin kaynagi olarak taninmis ve insanlara
sagladign énemli faydalar ve gesitli uygulamalar nedeniyle arastirilmustir. Ozellikle
"Sigla Yag1" olarak bilinen regineli eksudasi, hepatotoksisite ve oksidatif strese karsi
koruyucu ve antioksidan 6zellikler gostermistir (Suzek ve dig. 2015). Liquidambar
tirlerinin evrimsel tarihi ve g¢esitliligi incelenmis, yaprak morfolojisi ve polen
ozelliklerine dayanarak Liquidambar hainanensis'in Bati Asya'daki mevcut L.
orientalis ile yakindan iligkili oldugu gosterilmistir (Maslova 2023). Tiirkiye'nin
Mugla ili gibi belirli bolgelerindeki endemik L. orientalis popiilasyonlarinin genetik
karakterizasyonu da yapilmig ve tiiriin kalint1 endemik dogasina dikkat cekilmistir

(Yiizer ve dig. 2022).

L. orientalis, tibbi kullanimlardan antimikrobiyal 6zelliklere kadar genis bir
yelpazede faydalar sunarak Tirkiye'nin florasi ve biyolojik ¢esitliliginde énemli bir

rol oynamaktadir (Mutlu ve dig. 2017). Endemik dogasi, genetik ¢esitliligi ve ¢esitli
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uygulamalari, onu {ilke i¢indeki arastirma ve potansiyel endiistriyel uygulamalar i¢in

degerli bir kaynak haline getirmektedir.

2.4.1 Sigla yagimin ¢ikarilmasi

Sigla yagi (storax), Anadolu'da yiizyillardir tiretilen ve L. orientalis agacindan
elde edilen degerli bir iiriindiir. Yagin iiretim siireci, geleneksel yontemler ve belirli
mevsimsel uygulamalar gergevesinde gerceklestirilir. ilk asamada, uygun gdvdeye
sahip agaclar se¢ilir ve mart ay1 sonlarina dogru agacin gévdesine uzun hatli yaralar
acilarak kabuk inceltilir. Bu islemin ardindan yaralanan agaclar yaklasik bir ay stireyle
bu sekilde bekletilir. Mayis ay1 itibariyla, "kasik" adi verilen 6zel bir alet ile yaralar
diri kabuk, kambiyum ve diri odun kisimlarina kadar agilarak damar olusturulur. Bir
hafta sonra yaralar tekrar tazelenerek "surlama" islemi yapilir. Bu islem, yaralarda
biriken yagin alinmasina olanak tanir ve "sur arkasit" olarak adlandirilan bu asama ile

tamamlanir (Ustaoglu 2019)

Yagn elde edilmesi siireci ise temmuz ay1 ortasindan ekim ayinin sonuna kadar
devam eder. Bu siiregte, aga¢ govdesinde biriken ve ¢evresel etkilerle katilagmis olan
regine, kabuk ve odun kisimlarindan siyrilarak toplanir; bu isleme ise "karakap" adi
verilir. Toplanan bu iiriinler, "sefer" adi verilen bir islemle kil torbalara konur ve
ardindan presleme islemi uygulanarak sigla yagi mekanik yollarla ayristirilir. Presleme
sonrast su ve yagin karisik olarak bulundugu bu sivi, derin beton havuzlarda
dinlendirilir ve yag tist kisimda toplanarak saflastirilir. Kalan kati maddeler ise "kiispe"

olarak adlandirilir ve buhur yapiminda kullanilir (Arslan ve Sahin 2016).

Sigla yag iretiminde ayrica modern ekstraksiyon teknikleri de
kullamlmaktadir. Ornegin, c¢oziicii ekstraksiyon yontemlerinde etanol veya
diklorometan gibi organik ¢oziiciiler kullanilarak regine islenebilir (Nalbantsoy ve dig.
2016; Keskin ve Giivensen, 2022). Geleneksel yontemlerin yani sira, ultrasonik
destekli ekstraksiyon gibi modern teknolojiler, ultrasonik dalgalar araciligiyla yagin
verimliligini artirmakta ve kimyasal bilesenlerin biitlinliigiinii korumaktadir (Caglar

ve Sahbaz 2023).
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Sigla yag; antimikrobiyal, antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikleriyle 6ne
¢ikan bir Griindiir ve bu 6zellikleri nedeniyle hem farmakolojik hem de kozmetik
alanlarda genis bir kullanim yelpazesine sahiptir (Okmen ve dig. 2014). Yagin
kimyasal bilesimi ve kalitesi, agacin yetistigi bolgenin cografi ve iklimsel kosullarina
bagli olarak degiskenlik gdstermekte olup, bu faktdrler yagin etkinligi ve uygulama
alanlarim da etkilemektedir (Biltekin ve dig. 2015).

2.4.2 Sigla recinesinin tiitsii olarak kullanim

L. orientalis, Tirkiye'nin giineybatisinda, 6zellikle Mugla ve gevresinde
yetisen endemik bir tiirdiir. Bu agacin reginesi, tarih boyunca hem dini ritiiellerde hem
de saglik amagli olarak degerli bir madde olarak kullanilmistir. Sigla reginesi, 6zellikle
tibbi ve aromaterapik Ozellikleri nedeniyle tiitsii olarak yakilmakta, ortama hos bir
koku yayarak c¢esitli inanglara dayali olarak koti ruhlarin uzaklastirilmasi ve
hastaliklardan korunma amaciyla kullanilmaktadir. Halk arasinda "sigla yagi" adiyla
bilinen bu regine, ayrica solunum yolu hastaliklarinin tedavisinde de tiitsiileme

yontemiyle uygulanmistir (Baytop 1999).

Sigla recinesinin tiitsii olarak kullanilmasinin arkasindaki bilimsel temelde,
icerdigi ugucu bilesenlerin (sinnamik asit tiirevleri, alfa-pinen ve ¢esitli terpenler) yer
aldig1 bilinmektedir. Bu bilesenler, antibakteriyel ve anti-inflamatuar ozellikler
gostererek rahatlatic1 ve dinlendirici bir etki yaratmaktadir. Geleneksel halk tibbinda
bu regine, stres azaltma, zihinsel rahatlama saglama, uyku problemlerine yardimci
olma gibi amagclarla kullanilmistir (Arslan ve dig. 2015). Ayrica, tarth boyunca hem
Osmanli doneminde hem de daha 6nceki Anadolu uygarliklarinda sigla reginesinin

ruhsal arinma ve huzur saglama amaciyla yakildig bilinmektedir (Oztiirk 2012).

Sigla recinesinin tlitsii olarak kullanimi, ayni zamanda Misir ve
Mezopotamya'daki benzer tiitsii gelenekleriyle paralellikler gostermektedir. Bu
bolgelerde de sigla benzeri bitkilerden elde edilen reginelerin dini ve tibbi amaclarla
kullanildigina dair kayitlar bulunmaktadir (Giiner 2006). Modern aromaterapi
arastirmalari, sigla recinesinin igerdigi ucucu bilesenlerin gevseme ve stres azaltici
etkilerini desteklemekte, ancak spesifik olarak sigla recinesi iizerine yapilan bilimsel

calismalar sinirli kalmaktadir.

14



25 Korunma durumu

L. orientalis, Tirkiye'nin glineybatisinda ve Yunanistan'in Rodos Adasi'nda
dogal olarak bulunan bir agag¢ tiiriidiir. Bu tiir, Tirkiye'ye 6zgli olmakla birlikte
yalnizca Tiirkiye ile sinirli olmayip Yunanistan'da da popiilasyonlara sahiptir (Giiner
2012). Habitat kayb1 ve ¢evresel tehditler nedeniyle, IUCN (International Union for
Conservation of Nature) tarafindan "Tehlike Altindaki Tirler" kirmizi listesinde
(Endangered) smiflandirilmis ve en son 2017 yilinda A2c kriterlerine gore
degerlendirilmistir (Kavak ve Wilson 2018). Baslica tehditler arasinda tarimsal
faaliyetler, yanginlar, kirlilik, yogun turizm yatirimlari, kirli su ve agir1 otlatma yer
almaktadir (IUCN 2024). Ayrica, iklim degisikligine bagli kuraklik, tiiriin yasam
alanin1 daha da bozabilecek onemli bir gelecekteki tehdit olarak goriilmektedir. IUCN
Kirmiz1 Listesi (2018) ve GBIF (2018) de L. orientalis’i Akdeniz cografyasina 6zgii
ve bolgesel endemik bir tiir olarak degerlendirmeye devam etmektedir. Bu
degerlendirmeler, tiirlin yayilimmin sinirli oldugunu ve yalmizca Tiirkiye ile
Yunanistan’in belirli bolgelerinde goriilen nadir bir aga¢ oldugunu vurgulamaktadir.
Bu nedenle, L. orientalis'in dagilimi ve korunma durumu, bolgesel ekosistemler ve

biyolojik ¢esitliligin korunmasi agisindan kritik bir 6neme sahiptir.

Bu tiirlin siirdiirtilebilirligini saglamak amaciyla ¢esitli koruma stratejileri ve
koruma alanlar1 uygulanmaktadir (Urker 2023). Bu relikt endemik taksonun ormanlari,
Mugla ilindeki Dalyan ve Koycegiz arasinda 6zel olarak korunmus bir alanda
bulunmaktadir. Burada, tiiriin korunmasi i¢in 286 hektarlik (710 doniim) bir alan doga
koruma alan1 ve agaclik olarak ayrilmistir. Ayrica, biiyiik bir L. orientalis ormani
Marmaris ¢evresini sarmaktadir. Burdur'un Bucak ilgesinde, Antalya yolundaki
Karacaoren baraj1 rezervuari yaninda yer alan 88,5 hektarlik (219 doniim) baska bir
korunan L. orientalis ormanlik alani mevcuttur. Denizli'nin Beyagag ve Tavas
ilgelerinde de yerel olarak L.orientalis agaglar1 bulunmaktadir. Tiirkiye'deki saf L.
orientalis ormanlarinin toplam alani yaklasik 1.300 hektar olup, iilkenin giineybati
bolgelerinde yogunlagsmaktadir. Mevcut alan, 1940'larda yaklasik 6.000 hektar olan
seviyelere gore belirgin bir azalmay1 gostermektedir (Kurt 2008). Ancak, 1980'lerden
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itibaren alinan koruma onlemleri ve yapilan altyapi ¢alismalari, ormanlarin kaybini

durdurmus ve hafif iyilesmelere yol agmistir (Sekil 1).

Tiirkiye'de L. orientalis agacinin durumu ve korunmasina iliskin gelismeler,
yerel ve ulusal g¢evre giindeminde kritik bir 6nem tasimaktadir. L. orientalis'in
korunmasi, ekosistem dengesi ve biyolojik ¢esitliligin siirdiiriilebilirligi agisindan
biiyilk bir 6neme sahiptir. Bu nedenlerle, L. orientalis Tiirkiye'nin biyolojik
cesitliliginde dnemli bir konuma sahiptir ve endemik tiirler arasinda en iyi bilinen
sembollerinden biridir. Tiriin korunmasi, sadece ekosistem saglig1 agisindan degil,
ayn1 zamanda biyolojik ¢esitliligin korunmasi ve gelecekteki arastirmalar i¢in kritik
oneme sahiptir. Tirkiye'nin bu 6zel orman ekosistemini koruma ¢abalar1 hem yerel
hem de ulusal diizeyde siirdiiriilebilir ¢evre yoOnetiminin bir parcast olarak
degerlendirilmektedir. Bu baglamda, korunma stratejileri, habitatlarin iyilestirilmesi
ve etkili koruma onlemleri, L. orientalis ormanlarinin gelecek nesillere aktarilmasi i¢in

hayati 6nem tasimaktadir.

Uzak ’:f—‘-.t;,' onkarahisar
Manisa S &

olzmir

_\ ydin Denizh I sparta

Baysahi
Milli Park)

Antalya--

Sekil 1 Liquidambar orientalis’in cografik yayilist (IUCN resmi sitesinden
almmustir, ulasim tarihi: 20 haziran 2024)
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3. LITERATUR OZETi

Cannon ve Simmons (2002), tropik bolgelerdeki endofitik fungus
topluluklarinin konake¢i bitki tiirlerine 6zgii olup olmadigini arasgtirmak amaciyla
Guyana'daki Iwokrama Orman Rezervi'nde bir ¢aligsma gergeklestirmistir. Aragtirma,
12 farkli bitki tiiriinden alinan saglikli yaprak orneklerinin laboratuvarda kiiltiire
edilmesiyle yiiriitiilmiistiir. Fungus izolasyonu ic¢in %2 MEA ortami kullanilmis ve
izole edilen tiirler kiiltiirel ve mikromorfolojik 6zelliklerine goére tanimlanmistir. Bazi
tirler, ITS bolgelerinin PCR yontemiyle dizilenmesiyle morfolojik olarak
dogrulanmistir. Sonuglar, endofitik fungus topluluklarmin bitki tiirlerine 0zgii
olmadigini, ancak cografi faktorlerin belirleyici oldugunu gostermistir. Arastirmacilar
12 bitki tiriinden yaklasik 350 adet fungal izolat elde etmislerdir. Colletotrichum,
Nodulisporium, Pestalotiopsis ve Phomopsis cinslerine ait tiirler ¢alismada yaygin
olarak bulunmustur. Shannon cesitlilik indeksi, her alanda yliksek fungus gesitliligi
gostermistir. UPGMA kiimeleme analizi ise fungus topluluklarinin cografi konumlara
gore kiimelendigini, ancak bitki tlirlerine gore belirgin bir ayrim gostermedigini ortaya

koymustur.

Ragazzi ve digerleri (2003), Italya'min farkli bélgelerinde bulunan Quercus
cerris, Quercus pubescens ve Quercus robur tirlerinin endofitik mikobiyota
kompozisyonunu incelemis ve bu kompozisyonun saglikli ve strese maruz kalan
agaclarda nasil farklilagtigint arastirmistir. Calisma, 1999 yilinda Fagare, Ulignano ve
Radda in Chianti bolgelerinde gergeklestirilmis ve her iki durumdaki agacglardan dal
ve yaprak rnekleri toplanmustir. Ornekler yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra PDA
ortaminda inkiibe edilmis ve izole edilen funguslar morfolojik olarak tanimlanmustir.
Sonuglar, endofitik fungus kompozisyonunun cografi bolgelere ve agacglarin saglik
durumuna gore onemli farkliliklar gésterdigini ortaya koymustur. Strese maruz kalan
agaclarda Diplodia mutila ve Discula quercina gibi zayif patojenlerin hastaliga yol

acma potansiyeli daha yiiksek bulunmustur.

Suryanarayana ve digerleri (2003), Hindistan'in Nilgiri Biyosfer Rezervi'ndeki
iki kuru tropikal ormanda, 24 farkli agac tiirlinden elde edilen yaprak endofitlerinin
kolonizasyonu, tiir ¢esitliligi ve konak spesifitesini incelemistir. Calismada, yiizey

sterilizasyonu yapilan 3600 yaprak parcasindan 81 farkli endofit taksonu izole
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edilmistir. Elde edilen endofit verileri, kolonizasyon frekansi, g¢esitlilik indeksleri
(Shannon ve Simpson indeksleri) ve konak tekrari gibi parametreler kullanilarak analiz
edilmistir. Farkli agag tiirlerinde bulunan endofitik fungus topluluklarinin benzerligi
ve farkliligi, Bray-Curtis benzerlik indeksi kullanilarak degerlendirilmistir. Cesitlilik
analizleri, kuru tropikal ormanlarin endofitik funguslar agisindan hipergesitli
olmadigimi gostermistir. Genel olarak, belirli endofit tlirlerinin birden fazla konak
tiirlinde yaygin oldugu, bu durumun da bitki topluluklarindaki endofit ¢esitliligini
azalttig1 tespit edilmistir. Ayrica, endofitik funguslarin dagiliminda konak
yogunlugunun énemli bir faktor oldugu goriilmiistiir. Kolonizasyon frekansinin farkl
agagc tlirleri arasinda 6nemli Sl¢iide degistigi belirlenmis ve en yiiksek kolonizasyon
frekansi, Diospyros montana ve Memecylon umbellatum gibi belirli agag tiirlerinde
gozlenmistir. Endofitik fungus topluluklarinin dagiliminda cografi farkliliklarin etkili
oldugu tespit edilmistir. Farkli orman alanlar1 arasinda endofit topluluklarinin

kompozisyonunda 6nemli farkliliklar gézlenmis, bu durumun mikroklimatik kosullar

ve bitki tiirii kompozisyonundaki farkliliklardan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.

Bettucci ve digerleri (2004), Uruguay'in giineyinde dogal yayilis alanlarinda
yetisen Ui¢ yerli Myrtaceae tiirii olan Blepharocalyx salicifolius, Myrceugenia
glaucescens ve Acca sellowiana'nin dallarinda ve yapraklarinda bulunan endofitik
fungus kompozisyonunu incelemistir. Her bitki tlirlinden rastgele secilen 10 agacgtan
20 semptomsuz dal ve yaprak toplanmis, yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra
fungus izolasyonu i¢in %2 MEA ortamina ekilmis ve inkiibe edilmistir. Izole edilen
funguslar kiiltiirel ve mikromorfolojik 6zelliklerine gore tanimlanmus, ITS1 ve ITS2
dizilimlerinin GenBank verileri ile karsilastirilmasiyla dogrulanmustir. Veriler, relatif
frekans, Shannon cesitlilik indeksi ve UPGMA kiimeleme analizi kullanilarak analiz
edilmistir. Toplamda 1.400 doku parcasindan 35 taksona ait 771 izolat elde edilmistir;
en yiiksek frekansh tiirler arasinda Pestalotiopsis guepinii, Xylaria enteroleuca,
Colletotrichum gloeosporioides, Cladosporium cladosporioides ve Mycelia sterilia
yer almaktadir. Ev sahibi agaclar arasinda genel kolonizasyon oranlar1 A. sellowiana
icin %59.5, B. salicifolius i¢in %60 ve M. glaucescens i¢in %48 olarak belirlenmistir.
Yapraklarda petiol kolonizasyon orani lamina kolonizasyonundan, dallarda ise kabuk
kolonizasyon orani ksilem kolonizasyonundan daha yiiksek bulunmustur. Caligsma, ii¢
yerli Myrtaceae tiiriiniin dallarinda ve yapraklarinda 6nemli 6l¢iide ¢esitlilik gosteren

endofitik fungus topluluklarinin varligim ortaya koymus, bu topluluklarin doku ve ev
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sahibi tiir tercihlerine dair belirgin farkliliklar gosterdigini, bazi tiirlerin egzotik

Eucalyptus tiirlerini de kolonize edebilecegini gostermistir.

Kumar ve Hyde (2004), Cin'in Guangdong Eyaleti'nde bulunan Xenzhen
Orman Istasyonu'ndan Mart 2001'de Tripterygium wilfordii orneklerinin yaprak,
govde, kabuk, kok ve ciceklerinden endofitik funguslari izole etmistir. Arastirmada
toplam 1870 doku segmentinden 1246 endofitik fungus izolati elde edilmistir. Izolatlar
16 cins ve 26 tiire smiflandirilmis olup, en yaygin cinsler Colletotrichum, Fusarium
ve Phomopsis olarak belirlenmistir. Farkli dokular arasinda kolonizasyon oranlari ve
izolasyon oranlar1 6nemli Olglide farklilik gdstermistir; yapraklar en yiiksek oranlara
sahip olmustur. Shannon-Wiener Indeksi, en yiiksek tiir gesitliliginin yapraklarda
bulundugunu, ardindan gévde, kok ve kabuklarin geldigini gostermistir. Tek Y onli
ANOVA ve SNK testi, yapraklarin diger dokulara kiyasla anlamli derecede daha
yiiksek kolonizasyon ve izolasyon oranlarina sahip oldugunu ortaya koymustur (P <

0.05).

Bernett (2005), tez calismasinda Chesapeake Korfezi Havzasi'ndaki dort farkli
sulak alanda gergeklestirilmis olup, Acer rubrum'un (kizil akgaagag) yaprak ve
koklerinden alinan orneklerin incelenmesini igermektedir. Ornekleme alanlari, kiy1
ovasl ve dag eteklerinde yer almakta olup, her bir bolge i¢in iki farkli sulak alan
secilmistir. Ornekleme tarihleri calisma siiresince mevsimsel degisiklikleri
gbzlemlemek amaciyla planlanmistir. Toplanan 6rnekler laboratuvarda islenerek DNA
ekstraksiyonu yapilmis ve ekstrakte edilen DNA, ARISA (Automated Ribosomal
Intergenic Spacer Analysis) parmak izi yontemi ile PCR amplifikasyonu igin
hazirlanmigtir. Tiir alan egrileri ve Shannon ¢esitlilik indeksleri hesaplanmis, Scree
plotlar ile Nonmetric Multidimensional Scaling (NMS) kullanilarak ¢ok boyutlu veri
analizleri yapilmistir. Yaprak ve kok orneklerinin fungal topluluk yapilari, g¢esitli
mevsimlerde ve farkli sulak alanlarda karsilastirilmistir. Parmak izi analizinin
ardindan, secilen Ornekler sekanslama icin kullanilmis ve veriler RDP Bayesian
Classifier ve BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) ile analiz edilmistir.
Ayrica, indikator tiir analizi (ISA) yapilarak belirli mevsimlerde ve sulak alanlarda 6ne
cikan fungal tiirler belirlenmistir. ARISA parmak izi analizi sonuglari, yaprak ve kok
orneklerinin kombinasyonlarinda belirgin farkliliklar oldugunu gostermistir.

Mevsimsel degisiklikler, yapraklardaki fungal topluluk yapisinda belirgin bir etki
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yaratmis, ancak kokler i¢in bu degisiklikler daha az belirgin olup, koklerde fungal
topluluk yapisinin daha stabil oldugu gozlemlenmistir. Farkli sulak alanlardaki yaprak
ornekleri de belirgin farkliliklar géstermistir. Kiy1 ovast ve dag etegi bolgelerindeki
sulak alanlar arasinda fungal topluluk yapisinda 6nemli farkliliklar bulunurken, kék
ornekleri bu farkliliklar1 daha az belirgin sekilde yansitmistir. Bolgesel analizler, kiy1
ovasi ve dag ete8i bolgeleri arasinda belirgin fungal ¢esitlilik farklari oldugunu ortaya
koymustur. Kiy1 ovasinda yer alan sulak alanlar, dag etegi bolgesindekilere kiyasla

daha fazla fungal ¢esitlilik barindirmistir.

Gore ve Bucak (2007), Bat1 Anadolu'daki Laurus nobilis (defne) agaglarindan
izole edilen endofitik fungus topluluklarinin kompozisyonu iizerinde cografi ve
mevsimsel etkileri arastirmustir. Ornekleme, 2004 ve 2005 yillarinda, doért farkli
ekolojik 6zelliklere sahip bolgeden ve bir alanin bahar ve sonbahar mevsimlerinde iki
kez orneklenmesiyle gergeklestirilmistir. Toplamda 110 L. nobilis agacindan 4500
bitki parcast toplanmistir. Ornekleme islemi sirasinda, agaglardan kabuk diskleri,
yaprak diskleri ve dal segmentleri rastgele secilerek alinmistir. Fungal izolasyonlar
icin Collado ve dig. (1996) yontemi kullanilmistir. Toplamda 3892 fungus izolat1 elde
edilmis ve bunlar 85 morfolojik tipe ayrilmistir. Her bir 6rnekleme alaninda 31 ila 45
farkl tiir kaydedilmistir. Verilerin istatistiksel analizleri SPSS yazilimi kullanilarak,
Kruskal-Wallis ve Wilcoxon testleri ile gerceklestirilmistir. Izolasyon sikliklari,
baskin tiirler ve diger tiirlerin sikliklar1 6rnekleme alanina bagli olarak Onemli
farkliliklar gostermistir. Cografi faktorlerin, endofitik fungus topluluklarinin dagilim
desenlerini mevsimsel faktorlerden daha fazla etkiledigi gozlemlenmistir. Calismada,
en yaygin endofitik fungus tirii Phomopsis sp. olarak belirlenmis ve bu tiir tim
ornekleme alanlarinda tespit edilmistir. L. nobilis agaglarinda endofitik fungus
cesitliliginin ve enfeksiyon derecesinin bahar mevsiminde daha yiiksek oldugunu fakat
cografi faktorlerin bu dagilimi mevsimsel faktorlerden daha fazla etkiledigini ortaya

koymustur.

Hata (2008), Neolitsea sericeamin (Japon defnesi) yapraklarinda bulunan
endofitik funguslarin izolasyonunu ve bu funguslarin genis yaprakli ve kozalakli aga¢
ortiisii altinda nasil farklilik gdsterdigini arastirmistir. Calisma, Japonya'nin Kyushu
adasimin giineyinde bulunan Kagoshima Universitesine ait Takakuma Deneysel

Ormani'nda gergeklestirilmistir. Dogal genis yaprakli orman ve dikim sahasi

20



kozalakli orman smirinda yer alan iki ayri alanda yapilmistir. Her alanda, genis
yaprakli ve kozalakli olmak iizere iki alt bolge belirlenmistir. Her alt bolgedeki N.
sericea agaclarindan yaprak ornekleri toplanmistir. Endofitlerin izolasyon frekanslar
(IF), izole edilen parga sayisinin toplam parga sayisina orani olarak hesaplanmistir.
Endofitlerin IF'lerindeki farkliliklar Fisher'in kesin olasilik testi kullanilarak
degerlendirilmistir. Ornekleme alani ve iist tabaka bitki oOrtiisiiniin etkileri, IF'ler
arasindaki farklar karsilastirilarak incelenmistir. Calismada, yaprak ve yaprak sapi
parcalarindan izole edilen endofitlerin frekanslar1 karsilastirilmistir.  Yaprak
parcalarindan en sik izole edilen endofitler arasinda Cytosphaera sp. ve
tanimlanamayan bir Ascomycete tiirii yer alirken, yaprak sap1 segmentlerinden en sik
izole edilenler Xylariaceae ve Phomopsis tiirleridir. Genel olarak, endofitlerin
izolasyon frekanslar1 yaprak sap1 parcalarinda yaprak parcalarina gére daha ytiksek

bulunmustur.

Huang ve digerleri (2008), 29 geleneksel Cin tibbi bitkisiyle iligkili endofitik
funguslarin biyolojik cesitliligini ¢alismistir. Calismada toplamda 1160 fungus izolat1
elde edilmis ve bu funguslar geleneksel morfolojik yontemlerle siniflandirilarak
kolonizasyon orani, izolasyon orani ve relatif siklik agisindan analiz edilmistir.
Endofitik funguslarin bilesimi ile konak bitkilerin kimyasal bilesenleri arasindaki iligki
de incelenmistir. Bu kapsamda su agarinda Kkiiltiirleme yontemi kullanilarak
funguslarin ilk izolasyonu yapilmistir. Calismanin sonuglarina gore, 1160 fungus
izolat1 31 taksonomik gruba ayrilmis ve 73 farkli morfo tiir belirlenmistir. izole edilen
endofitler arasinda en yiiksek relatif sikliga sahip olan Mycelia sterilia iken, diger
baskin cinsler arasinda Colletotrichum, Phomopsis, Alternaria, Phoma ve Xylariales
bulunmaktadir. Endofitik funguslar ytiksek biyolojik ¢esitlilik, konak tekrari, dokuya
0zgli olma ve mekansal heterojenlik gdstermistir. Ayrica bazi fenolik bilesiklerin, ayni

bitkilerde belirli endofitik funguslarla daha sik birlikte bulundugu tespit edilmistir.

Gamboa ve Bayman (2017) calismalarinda, Puerto Rico'’nun Luquillo
bolgesinde bulunan Guarea guidonia agaglarmin yapraklarindaki endofitik fungal
topluluklarin cesitliligini ve bilesimini incelemislerdir. Calisma kapsaminda, koruma
altindaki El Verde Biyolojik Istasyonu (EV) ve daha bozulmus olan Las Piedras
bolgelerinden toplam 268 yaprak parcast drneklenmis ve 38 morfo tiir belirlenmistir.

Calismada yaprak orneklerinin se¢iminde saglikli ve uglardaki yapraklarin toplanmasi
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gerektigi  belirtilmistir.  Cesitli  endofitik funguslarin, ozellikle Phomopsis,
Colletotrichum, Xylaria ve Rhizoctonia benzeri funguslarin yaygin oldugu tespit
edilmistir. EV'deki fungal toplulugun daha cesitli oldugu bulunmus ve endofitik
topluluklarin agag¢ icinde yiiksekliklere gore farklilik gosterdigi, ancak lamina, petiol

ve rachis segmentleri arasinda fark olmadigi gézlemlenmistir.

Singh ve digerleri (2017), Tectona grandis'in farkli doku tiirlerinde, cografi
konumlarda ve mevsimlerde fungal endofit bilesimindeki degisiklikleri arastirmistir.
Aragtirma Hindistan'in kuzey ve kuzeydogusunda yer alan ve iklim ile cografi
kosullar1 farkli olan dort farkli 6rnekleme alaninda gergeklestirilmistir. Bu alanlar, alt
tropikal dogu Ganj ovalari, kuru yaprak doken tropikal orman, Himalaya etekleri ve
yogun yilik yagis alan bir bolge olarak tanimlanmistir. Her bir 6rnekleme alaninda,
bes T. grandis agacinin alt dallarindan olgun, yesil ve semptomsuz yapraklar rastgele
toplanmus; kabuk ve govde ornekleri gogiis yiiksekliginden alinmis ve her 6rnekleme
alaninda ii¢ mevsimde (kis, yaz ve muson) ornekleme yapilmistir. Toplamda 8100
doku spargasindan elde edilen 5089 fungal izolat, kiiltiir morfolojisine dayali olarak
45 operasyonel taksonomik birime (OTU) atanmistir. ITS dizilimine dayali molekiiler
tanimlama, neredeyse tiim durumlarda morfolojik tanimlamay1 dogrulamis ve spor
olusturmayan OTU'lar i¢in de isimler ortaya koymustur. Dendrogram, endofit
OTU'larinin ve NCBI veritabanindan alinan referans taksonlarin ITS dizilimlerini
kullanarak olusturulmus, bu da T. grandis'in endofit topluluklarinin Ascomycota ve
Basidiomycota temsilcilerini igerdigini gdstermistir. Fungal endofit ¢esitliligini ve
dagilimini analiz etmek i¢in kolonizasyon frekansi, tiir baskinligi ve Shannon-Wiener
indeksi gibi metrikler hesaplanmis ve bu hesaplamalar PAST yazilimi ile yapilmistir.
Mevsim, konum ve doku tipinin etkilerini degerlendirmek i¢in MANOVA ve biplot
analizleri SPSS ve R yazilimlar1 ile gerceklestirilmistir. Baglica bilesenler analizi
(PCA) ise oOrnekleme degiskenlerinin etkilerini gdorsellestirmek amaciyla
kullanilmistir. MANOVA sonuglari, konumlar, mevsimler ve doku tipleri arasinda
onemli istatistiksel farkliliklar oldugunu (p <0.001) gostermistir. Bu analizler, fungal
endofit ¢esitliliginin cografi konum, mevsimsel degisiklikler ve bitki dokusu tipine
bagli olarak 6nemli Olciide degistigini ortaya koymustur. Ancak, doku tiirliniin en

belirgin etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
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Schlegel ve digerleri (2018), Fraxinus excelsior (Avrupa disbudagi) ve Acer
pseudoplatanus (¢inar yaprakli akc¢aaga¢) yapraklarinda bulunan endofitik fungal
topluluklar1 farkli cografi bdlgelerde incelemeyi amacglayan bir arastirma
gerceklestirmistir. Arastirma, bu agaclarla iliskili fungal topluluklarin cografi
degiskenligini, istilact patojen Hymenoscyphus fraxineus'un neden oldugu disbudak
kurumasinin endofitik mikobiyom iizerindeki ekolojik sonuglarini ve endofitik
funguslarin ev sahibi agaclar1 digbudak kurumasina karsi koruma potansiyelini
degerlendirmeyi hedeflemektedir. Calisma, Isvicre ve Kuzey Italya'da sekiz karisik
genis yaprakli orman sahasindan, Alp Daglari'nin kuzeyinde ve giineyinde olmak
tizere dorder sahadan Orneklerin toplanmasini igermektedir. Her sahada, 2-4 metre
yiiksekligindeki Avrupa disbudagi ve ¢inar yaprakli akcaaga¢ agaclarindan 6rnekler
alinmis ve her sahada dort alt plota gruplandirilmistir. Ornekleme, Agustos sonu ve
Eylil basinda gergeklestirilmis, her sahada saglikli goériinen 16 agagtan yaprak
ornekleri toplanmis ve Alp Daglari'nmin kuzeyinde disbudak kurumasi belirtileri
gosteren ve gostermeyen 16'sar agagtan ek ornekler alinmistir. Yapraklar yiizey
sterilizasyonu yapilarak se¢ilmis ve analiz i¢in yaprak diskleri ¢ikarilmistir. Funguslar,
hem agar plakalarinda yetistirilerek hem de yeni gelistirilmis fungal-spesifik primer
kullanilarak Illumina amplicon sekanslama yontemiyle tanimlanmistir. Sekanslama
verileri, endofitik fungal topluluklarin ¢esitliligini ve kompozisyonunu karakterize
etmek i¢in analiz edilmistir. Calisma, her ev sahibi tiir ile iligkili farkli fungal
topluluklar ortaya koymus, Avrupa disbudaginda Venturia fraxini'nin baskin oldugu
cesitli tiirlerin bulundugunu, ¢inar yaprakli ak¢aagacta ise daha 6nce tanimlanmamis
bir Venturia tiiriinlin varligini tespit etmistir. Cografi ve ev sahibi spesifik Oriintiiler
incelendiginde, disbudak agaclarmin endofitik funguslar1 {izerinde disbudak
kurumasinin etkisini diisiindiiren, Alp Daglari'min iki tarafi arasinda disbudak icin
belirgin cografi farkliliklar gozlemlenmis, ancak cinar yaprakli ak¢aagag i¢in bu tiir
farklar bulunmamistir. Ayrica, semptomatik ve asemptomatik disbudak agaclari

arasinda fungal topluluklarda belirgin bir fark saptanmamustir.

Esfahlan ve digerleri (2019), yaptiklari ¢alismada, Dogu Azerbaycan ve
Luristan illerinde bulunan saglikli Quercus macranthera ve Quercus brantii tiirlerinin
dallarinda ve govdelerinde yasayan fungal endofit topluluklarimin sikligini ve
cesitliligini arastirmistir. Calisma, Dogu Azerbaycan ilinde Arasbaran koruma alani

(Hatam-baig ve Kaleibar bolgeleri) ve Luristan ilinde Zagros bolgesi mese
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ormanlarinda (Veisian, Shurab, Kaka Sharaf, Khorramabad ve Chegani ilgeleri)
gergeklestirilmistir. Haziran ve Eylil 2014 tarihleri arasinda 83 saglikli mese
agacindan kabuk ornekleri toplanmistir. Her 6rnek, gévdenin ayni tarafindan, yerden
yaklasik 1.5 metre yiikseklikten alinmistir. Fungus izolatlarinin teshisleri, morfolojik
ozellikler ve ITS-rDNA bolgesi ile Beta-tubulin geninin DNA filogenetik analizleri
temel alinarak belirlenmistir. Toplamda 30 tiirden olusan 94 fungus izolat1 tespit
edilmistir, agirlikli olarak Ascomycota grubunda olup, bir basidiomycota izolat1 olan
Phlebia radiata da dahil edilmistir. Tiirler, filogenetik analizlere dayanarak on takim
icine siniflandirilmistir. En yiiksek fungus endofit siklig ve gesitliligi, Q. macranthera
ve Dogu Azerbaycan ilinde bulunmustur. Belirlenen onemli taksonlar arasinda
Biscogniauxia mediterranea, Alternaria alternata ve Trichothecium roseum gibi
potansiyel latent patojenler yer almistir. Ozellikle, Pyronema domesticum ve Valsa
persoonii tiirleri iran'da ilk kez rapor edilmistir. Istatistiksel analizler, fungus gesitliligi
ve sikliginin ana bitki tiirii ve cografi konumdan 6nemli 6l¢iide etkilendigini ortaya
koymustur. Shannon—Wiener indeksi ve Margalef zenginligi, Q. macranthera tiiriinde,
Q. brantii'ye kiyasla daha yiiksek tiir gesitliligi oldugunu gostermistir. Calisma, Q.
macranthera kabugunun endofitik funguslarin kolonizasyonu igin daha elverisli

oldugunu sonucuna varmustir.

Bakys ve digerleri (2020), Baltik bolgesinde bulunan Fraxineus excelsior tiirti
ormanlik alanlarinda bulunan fungus topluluklarinin g¢esitliligi ve bilesimini
incelemistir. Calismanin amaci, Ozellikle hastalik belirtisi gostermeyen ve gosteren
dokulardaki fungus topluluklarini karsilagtirmak ve yaygin fungus tiirlerinin
Hymenoscyphus fraxineus adli kiilleme hastaligi patojeninin varligi tizerindeki
potansiyel etkilerini degerlendirmektir. Arastirma, Litvanya'da on farkli orman
alaninda gerceklestirilmistir. Ornekleme, semptomatik ve asemptomatik agaclardan
yaprak, kabuk ve odun 6rneklerinin toplanmasini icermektedir. Toplanan ornekler,
ylizey sterilizasyon islemlerinden gegirilerek izole edilmis ve kiiltire alinmugtir.
Fungal endofitler hem morfolojik hem de molekiiler araclar kullanilarak
tanimlanmistir. Elde edilen verilerin analizinde MANOVA kullanilmis ve cesitli
cesitlilik indeksleri hesaplanmistir. MANOV A, semptomatik ve asemptomatik agaglar
arasindaki tiir cesitliligi farkliliklarimi belirlemek i¢in kullanilmistir ve sonuglar
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 gostermistir. Baglica bilesenler analizi (PCA)

kullanilarak mevsimsel, cografi ve doku tipi degiskenliklerinin fungal topluluklar
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tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Cesitlilik 6lg¢timleri i¢in Shannon-Wiener indeksi
gibi metrikler hesaplanmis ve veriler PAST yazilimi ile analiz edilmistir. Semptomatik
agaclarin mikobiyota ¢esitliliginin, asemptomatik agaglara kiyasla belirgin farkliliklar

gosterdigi tespit edilmistir.

Marciulynas ve digerleri (2022), Ulmus glabra (karaagag)’da farkli saglik
durumunda bulunan kok ve yapraklarda fungal topluluklart inceleyen bir arastirma
gerceklestirmislerdir. Ayrica ¢aligmada, bu funguslarin ¢esitlilik dagilimini ve hastalik
durumlarina bagli degisimleri incelemislerdir. Arastirma, Ingiltere'nin ¢esitli
bolgelerinden segilen saglikli ve hastalikli U. glabra agacglarindan alinan yaprak ve
kok orneklerinin analizine dayanmakta olup, her bir agagtan rastgele segilen yaprak ve
kok ornekleri steril kosullarda toplanmis ve laboratuvar ortaminda incelenmistir.
Fungal DNA, Next-Generation Sequencing (NGS) teknolojisi kullanilarak izole
edilmis ve analiz edilmistir. Veri analizi, fungal topluluklarin gesitliligini ve
kompozisyonunu belirlemek amaciyla non-metrik ¢ok boyutlu Olgeklendirme
(NMDS) ve Venn diyagramlari kullanilarak gergeklestirilmistir. NMDS analizi, fungal
topluluklarin semptomatik ve asemptomatik ornekler arasindaki farkliliklarimi ve bu
topluluklarin  yaprak ve kok Orneklerindeki dagilimini  degerlendirmistir.
Degerlendirmeler U. glabra agaclarmin yaprak ve koklerinde yiiksek bir fungal
cesitlilik bulundugunu gdstermistir. NMDS analizi, 6zellikle yaprak orneklerinde
semptomatik ve asemptomatik drnekler arasinda belirgin farkliliklar oldugunu ortaya
koymustur. Semptomatik yaprak orneklerinde, belirli fungal tiirlerin daha yaygin
oldugu gozlenmistir. Bu tiirler arasinda Cladosporium sp., Fraxinicola fraxini ve
Vishniacozyma foliicola gibi tiirler one ¢ikmistir. Kok 6rneklerinde ise hastalikli ve
saglikli 6rnekler arasinda fungal topluluk yapisi bakimindan 6nemli farkliliklar tespit
edilmistir. Toprak orneklerinde, fungal topluluklarin mineral ve organik topraklar
arasinda biiyiik Olciide Ortlistiigii, ancak istatistiksel olarak ©onemli farkliliklar

gosterdigi bulunmustur (p < 0.041).
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4. YONTEM

4.1 Materyal

4.1.1 Arastirma alam

Arazi ¢alismalarinin yapildigi dogal L. orientalis mescereleri, Mugla il sinirlari

icinde secilen 10 farkli alanda gerceklestirilmistir (Sekil 2).

Mugla Provinclal Border

Sample Area

| @  sample Tree

Sekil 2 Arastirma alanmi1 yer bulduru haritas1 (F1: Fethiye ornek alan 1; F2: Fethiye
ornek alan 2; F3: Fethiye 6rnek alan 3; F4: Fethiye ornek alan 4; D: Dalaman 6rnek
alan; K1: Koycegiz 6rnek alan 1; K2: Kdycegiz 6rnek alan 2; M: Marmaris 6rnek alan;
U: Ula 6rnek alan; Al: Ornek agac 1; A2: Ornek agag 2)
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4.1.2 Arazi ¢calismalari

Arazi c¢alismalart 2023 yilimin Eylil ayinda yiritilmistir. Sorvey

calismalarinda izlenen adimlar ilgili boliimlerde agiklanmustir.

4.1.2.1 Ornek alanlarin belirlenmesi

Mugla il sinirlari igerisinde bulunan farkli cografi 6zelliklere sahip olan dogal
yayilis gosteren dogal L.orientalis mesgereleri tespit edilerek 10 farkli 6rnek alan
belirlenmistir.  Ornek  alanlarin  belirlenmesinde  amenajman  planlarindan
yararlanilmistir. Bu kapsamda, L. orientalis tiiriiniin yayilim gosterdigi alanlar sayisal
formatta bulunan amenajman planlari tizerinde belirlenmistir. Sonrasinda, bu alanlara
iliskin topografik degiskenler olarak yiikselti ve baki; iklim degiskenleri olarak ise
yillik ortalama sicaklik ve yillik toplam yagis verileri tammmlanmugtir. Yiikselti verisi,
EarthData veri tabanindan 30 metre ¢oziiniirliikte indirilmis ve bu veri, ArcMap
yaziliminda kullanilarak baki haritast olusturulmustur. Tklim verileri ise WorldClim
veri tabanindan 30 ark saniye (~1 km) ¢oziiniirliikte indirilen haritalar kullanilarak elde
edilmistir. Elde edilen bu dort degisken, ArcMap yazilimina aktarilmis ve L. orientalis
tiirlinlin yayilis alanlar1 bu haritalar iizerine islenmistir. Son agamada, tiirlin yayilis
gosterdigi alanlarin farkli yetisme ortamu 6zelliklerine sahip temsil kabiliyeti en
yiiksek olanlar1 se¢ilmis ve bu alanlarda arazi ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Calisma
alanlarinin belirlenmesi ve orneklerin toplanmasi siirecinde cografi bilgi sistemleri
(CBS) kullanilmistir. ArcGIS programi kullanilarak, Mugla ilindeki ¢aligma sahasi
karelaj sebekesi yontemiyle pargalara ayrilmis ve bu sekilde alt ornek alanlar
olusturulmustur. Bu karelajlar i¢erisinden, ArcGIS programinda basit rastgele noktalar

belirlenmis ve bu noktalarda yer alan agaglar 6rnekleme i¢in se¢ilmistir (Orug ve dig.
2017).

4.1.2.2 Verilerin toplanmasi ve 6rnekleme

Ornek alanlar icerisinden belirlenen her bir alt 6rnek alanda, birbirine 50 metre
mesafede olan iki &rnek agac secilmistir. Ornek alanlarda bulunan mescerelerin

kordinat, baki ve yiikselti verileri ve konukgularinin yas, ¢ap (Haglof mantax black
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1020mm, Isveg), boy (Blume carl leiss, Almanya) verileri (Tablo 2) arazi karnesine

not edilmistir.

Ornek
alan ad1

Agag yast
(1.agag-2.agac)

Ortalama cap
(cm)
(1l.agag-2.agac)

Ortalama Boy
(m)
(1.agag-2.agac)

Kordinatlar
(1l.agag-2.agac)

Baki

Yiikselti
(m)

Fethiye

35-32

27-25

16-15

36°57°42°°N-
28°40°20°°E/
36°59°28°N-
28°38°59’E

Gliney

Fethiyel

25-15

37-20

19-14

36°52°34°°N-
28°41°59E/
36°54°14°°N-
28°42°43E

Glineybat1

100

Fethiye2

20-22

25-35

15-18

36°50°34°N-
28°17°19’E/
36°50°57°°N-
28°17°08’E

Giiney

70

Fethiye3

33-28

27-30

15-18

37°00°28’°N-
28°27°58E/
36°59°58°N-
28°29°16’E

Kuzeydogu

110

Fethiye4

15-18

32-33

16-14

36°47°09°°N-
28°48°46°’E/
36°47°35°N-
28°48°07’E

Giiney

120

Dalaman

25-27

22-23

22-25

36°46°21°°N-
29°05’14°E/
36°46°00°°N-
29°05°09’E

Gliney

20

Koycegizl

15-13

33-20

14-16

36°44°35°N-
29°04°01°E/
36°44°13’N-
29°03°52’E

Giiney

10

Koycegiz2

23-25

20-21

37-39

36°44°28°N-
29°05°56"’E/
36°43°59°°N-
29°05°50’E

Glineydogu

10

Marmaris

28-22

28-24

21-19

36°43°49°°N-
29°08°28E/
36°43°55’°N-
29°08°07’E

Giineybat1

12

Ula

36-40

27-34

30-33

36°41°16"°N-
29°02°59E/
36°40°57°N-
29°04°02’E

Glineybatt

100

Tablo 2 Arazi Karnesi
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Secilen agaclarin yerden 4-8 m yiikseklikteki ve ilgili yilin 1 yasindaki
dallarindan nekrozsuz yaprak ve sap Ornekleri bag makasi (Mesem, Tiirkiye) ve
merdiven yardimiyla alinmistir (Oono ve dig. 2015) (Sekil 4). Toplanan yapraklar
orneklenirken dalin ug siirgiin yapraginin bir altindaki yapraklar olarak secilmis ve her
agac i¢in ayn1 drnekleme yontemi kullanlmistir (Gamboa ve Bayman 2001). Herhangi
bir hastalik belirtisi gostermeyen yaprak ornekleri sapi ile birlikte 2 adet kuzey ve
giineyden (Dos Reis ve dig. 2022) olmak iizere toplam dort yaprak olacak sekilde
toplanmgtir (Sekil 3). Orneklenen yapraklar ayri ayri 6rnegin alindigi érnek alan
numarasi, 6rnek numarast ve ornekleme tarihinin yazildig: etiketli kilitli posetler
icerisinde buz ¢antalarinda taginarak uygun kosullar altinda laboratuvara getirilmistir.
Ornekler incelemeye alinana kadar 4 °C = 1°C muhafaza edilmistir. Ornek sayilari,
literatiire ve laboratuvar c¢alismalarinda Ongoriilen replike ekim sayisina baglh

optimum imkanlar g6z oniinde bulundurularak belirlenmistir.

Orneklem aralif)

Sekil 3 Ornekleme metodu a) Yerden 4-8 metre yiikseklikteki yaprak érneklem alam
ve kuzey-giiney alanlarinin belirlenmesi b) 1 yasindaki dallardan nekrozsuz yaprak ve
saplarin, dalin ug siirgiin yapraginin bir altindaki yapraklar olarak secilmesi
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Sekil 4 Ornek alandan bitki materyallerinin toplanmasi Ve aga¢ capi dl¢iimii

4.2 Yontem

4.2.1 Laboratuvar calismalari

Bu arastirmanin laboratuvar ¢alismalar;, Pamukkale Universitesi, Fen
Fakiiltesi, Fungal Biyoteknoloji Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Calismada agag
dokularinda fungal konidi olusumlarin1 gézlemek igin stereo mikroskop, spor
yapilarin1  gozlemek igin 1s1tk  mikroskobu (Olympus, CX21), besiyerlarinin
hazirlanmasinda kullanilan sterilizasyon aletleri; etiiv (Wiseven, Fuzzy Control
System), otoklav (Niive, NC 40M)), terazi (Precisa, XB 220A ve Mettler Toledo, PB
602-L) ve aseptik kosullarda ¢alisma imkan1 saglayan mikrobiyolojik giivenlik kabini
(Niive, Class II, MN 120) kullanmilmistir. Laboratuvarda, funguslarin istenilen
sicakliklarda gelistirilmesi ve saklanmasi i¢in inkubatdrler ve buzdolaplari da
mevcuttur. Molekiiler karakterizasyon islemleri ¢eker ocak, PCR cihaz1 (Kyratech.)
(Sekil 4.3b), Jel elektroforezi (Cleaver scientific nanoPAC-300P) (Sekil 4.3a), Jel
Goriintiileme Cihazi (Cleaver scientific, gelLite), Microplate reader (Epoch, Biotek.),
santrifiij (Alfagen, 15K), vorteks (Dragon Lab, MX-F), su banyosu (Niikleon

Laboratory Equipment) gibi alet ve ekipmanlarla gerceklestirilmistir.
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4.2.2 Fungal izolasyonlar

Izolasyon, fungusun tanisi i¢in gerekli bir asama olup, izolasyonlar sonucunda
elde edilen izolatlar (funguslara ait saf koloniler), morfolojik ve molekiiler teshis

calismalarinda kullanilmaktadir.

4.2.3 Fungal izolasyonlarda kullanilacak besiyerleri

Fungal izolasyonlarda 4 farkli besiyeri kullanmilmistir. Fungal izolasyonlarda
besiyeri olarak %2'lik Potato Dextrose Agar (PDA; Merck, Almanya), Potato Carrot
Agar (PCA; Merck, Almanya), Water Agar (WA; Almanya) (Huang ve dig. 2008) ve
L. orientalis yapraklarinin par¢alanarak eklendigi Malt Extract Agar (MEA;Merck,
Almanya) (Mourad ve dig. 2018) besiyerleri kullanilmistir (Sekil 5). Hazirlanan
besiyerleri otoklavda 121 °C'de 20 dakika steril edildikten sonra, antibakteriyel madde
olarak 0.5 mg/ml streptomisin ve penisilin (Sigma- Aldrich- P4333) eklenerek 9 mm

capindaki steril petri kaplarina dokilmiistiir (Huang ve dig. 2008).

Sekil 5 Izolasyonlar igin kullanilan besiyerleri (PMA: Plant-Malt Extract Agar;
PDA: Potato Dekstroz Agar; PCA: Potato Carrot Agar; WA: Water Agar)
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4.2.4 Bitki materyallerinin yiizey sterilizasyonu

Makroskobik incelemeler sonrasinda yapraklar ve saplari yiizey sterilizasyonu
islemine tabi tutulmustur. Yiizey sterilizasyonu i¢in oncelikle numuneler damitilmis
suda iyice yikanmustir. Yiizey sterilizasyonu iglemi i¢in numunelerin her biri 1 dakika
boyunca %75'lik etanole, 5 dakika boyunca %5'lik sodyum hipoklorite (NaOCI) |,
ardindan 30 saniye boyunca %75'lik etanole daldirilmis ve son olarak steril damitilmis
suda 1 dakikalik bes tekrar seklinde ardisik olarak durulanmistir (Gamboa ve dig.
2003; Ibrahim ve dig. 2021). Sterilizasyon isleminden sonra yapraklar ve saplari

biyolojik giivenlik kabini igerisinde kurumaya birakilmstir.

4.2.5 Bitki materyallerinin ekimi ve funguslarin saflastirilmasi

Her bir yaprak tabakasindan, biri yapragin ucuna yakin (orta damar iizerinde),
biri tabanina yakin (orta damar iizerinden), biri sag kenara en yakin yerden ve digeri
ise sol kenara en yakin yerden olacak sekilde yaklasik 10x5 mm boyutlarinda dort
parga steril biistiliri yardimiyla ¢ikarilmistir. Bu pargalarin her biri daha sonra 4 esit alt
ornege parcalanmistir (Sekil 6). Alt 6rneklerin her biri PDA, PCA, WA ve bitki
materyali eklenmis MEA besiyerlarina ayri ayr yerlestirilmistir (Sekil 7). Boylece her
bir besiyerinde her dort pargadan da yaprak 6rnegi ekilmistir (Cannon ve Simmons
2002). Ayni islem yaprak saplari i¢in de uygulanmistir. Her sap 6nce dikine dort esit
pargaya ayrilmis sonrasinda her dort parga enine 4 esit alt pargaya boliinmiistiir. Petri
kaplar1 21 giin boyunca 25 £+ 2°C ayarh inkubatorde karanlikta inkube edilmistir.
Petriler her giin diizenli olarak stereomikroskopta incelenmis, bitki dokularinda
gelisen hifler tekrar aym tiir besiyerlarina aktarilarak saflastirilmis ve elde edilen

kiiltiirler yine 25 + 2°C'de inkube edilmistir (Khalil ve dig. 2020).

32



Sekil 7 Besiyerine bitki materyalinin ekimi ve funguslarin gelisimi a. PDA besiyerine
yaprak ekim metodu b. PDA besiyerine sap ekim metodu c. PDA besiyerine ekilen
bitki materyallerinden funguslarin gelisimi

4.2.6 Fungal izolatlarin morfolojik gruplandirilmasi ve teshisi

Elde edilen izolatlar teshis kitaplarina gore renk, doku, boyut, yap1 ve sekil gibi
koloni ozellikleri géz Oniine alinarak gruplandirilmistir (Bernicchia ve dig. 2005;
Campbell ve Johnson 2013; Sciortino 2017). Her bir morfotipi temsilen bir ya da iki
izolat, morfolojik olarak teshis edilip bu morfotip mikroskobik karakterizasyon ve
molekiiler yontemlerden faydalanilarak yapilacak teshisler i¢in referans izolat olarak

secilmistir. Fungal kiiltiirlere ait koloni ve konidial morfoloji yapilar1 fotograflanarak
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kayit altina alinmistir. Elde edilen izolatlar Pamukkale Universitesi, Fungal

Biyoteknoloji Laboratuvarinda +4 C°’de saklanmaktadir.

4.2.7 Fungal endofitlerin mikroskobik karakterizasyonu

Morfotip temsilcisi izolatlarin morfolojik karakterizasyonlari, saf koloniler
halinde gelistirilen izolatlarin mikroskobik o&zelliklerine gore yapilmistir. Her bir
temsilci izolattan hazirlanan preparatlar, 151k mikroskobu altinda incelenerek boyutlar
Olympus DP-Soft programinda 6l¢iilmiistiir. Mikroskobik teshisler i¢in preparatlar,
gelismekte olan kolonilerin u¢ kisimlarindan steril bir igne yardimiyla alinan bir parca
ornegin lam tizerine damlatilmis olan inceleme ortami (laktofenol, Shear ortami1 ya da
saf su) lizerine aktarilip, tlizerinin lam ile kapatilmasi ile hazirlanmistir. Fungal

kiiltiirlere ait spor yapilari fotograflanarak kayit altina alinmastir.

4.2.8 Fungal endofitlerin molekiiler karakterizasyonu

Her bir morfotip temsilcisi izolat i¢in molekiiler karakterizasyon islemleri

uygulanmaistir.

4.2.8.1 DNA izolasyonu

Izole edilen fungal izolatlar selofan membran bulunan PDA (%2) besiyerinde
24°C' de inkube edilmistir. Bu siirenin sonunda besiyerinde gelisen miseller selofan
membran lizerinden kazmarak, ependorf tiipleri igerisine aktarilmis ve DNA
izolasyonu i¢in -20°C'de muhafaza edilemistir Fungal dokulardan DNA
izolasyonunun gergeklestirilebilmesi igin ilk olarak dokularin ve hiicrelerin mekanik
olarak pargalanmasi gerckmektedir. Bu amagla, kazinan fungus miselleri porselen
havanlarda sivi azot yardimu ile ezilerek toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen
orneklerin DNA izolasyonunda Total genomik DNA, High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche, Almanya) kullanilarak, kit i¢erisinde bulunan protokole goére
ckstrakte edilmistir. Izole edilen DNA’lar yogunluklarmin ve safliklarmin

belirlenmesi amaciyla Microplate reader kullanilarak OSlglilmiistiir.  Yeterli
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konsantrasyon ve kaliteye sahip DNA’lar PCR amplifikasyonlarinda kullanilmak

iizere +4 °C’de saklanmustir.

4.2.8.2 Funguslarin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Amplifikasyon asamasina baslamadan Once her bir oOrnege ait DNA
konsantrasyonlar1 nanodrop cihazi kullanilarak 6l¢iilmiis ve her biri ideal bir PCR
reaksiyonunda istenilen konsantrasyon olan 5ng/ul olacak sekilde seyreltilmistir.
Funguslarin polimorfik DNA dizilerinden biri olan ITS bdlgesi, funguslarin teshis
calismalarinda siklikla kullanilmaktadir. Molekiiler karakterizasyonlar i¢in rDNA'nin
ITS gen bolgesinin dizi bilgisi kullanilmigtir. Ayrica, dizi benzerligi yiiksek olan bazi
tiirlerin teshis ¢alismalarinda ikinci bir primer ¢ifti kullanilmaktadir. Baz1 funguslarin
molekiiler karakterizasyon islemlerinde ikinci bir gen bolgesi olarak B-tubulin gen
bolgesi kullanilmistir. ITS bolgesinin ¢ogaltilmasinda ITS1-ITS4 primer ciftinden
(White ve dig. 1990) B-tubulin gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda BT2a-BT2b primer
ciftinden (O'Donnell ve dig. 1997) yararlanilmistir (Tablo 3).

) Hedef gen
Primer Yon Primer dizileri (5°-3°) Kaynak
bolgesi
. White ve
ITS1 lleri TCCGTAGGTGAACCTGCGG ITS
dig. 1990
White ve
ITS4 Geri TCCTCCGCTTATTGATATGC ITS
dig. 1990
O'Donnell
BT2a fleri | GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC BT2 ve dig.
1997
O'Donnell
BT2b Geri | ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC BT2 ve dig.
1997

Tablo 3 Calismada kullanilan primer g¢iftleri

PCR reaksiyonlar1 Xpert Fast Hotstart Mastermix (Grisp, Portugal) ile
gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlar1

Tablo 4’de sunulmustur.
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Bilesen Stok Kons. (25 pl)
Xpert Fast Hotstart Mastermix (2x) 12,5 ul
Forward primer (5 pmol/ul ) 2 ul
Reverse Primer (5 pmol/ul ) 2ul
Template DNA 0,25-10 pul
PCR-grade water 25 ul’ye tamamlanir

Tablo 4 PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlari

Konvansiyonel PCR i¢in kullanilan kit protokolii kullanilarak PCR cihazinda
protokol (Tablo 5) olusturulmustur. PCR igin reaksiyon karisim islemi
tamamlandiktan sonra PCR tiipleri konvansiyonel PCR cihazinin kuyucuklarina

yerlestirilerek PCR protokolii uygulanmustir.

Safha Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
On denatiirasyon 95 3dk 1
Denatiirasyon 95 15sn
Baglanma 55 15sn 40
Uzama 72 15sn
Son uzama 72 3dk 1

Tablo 5 PCR sicaklik ve dongii kosullari

4.2.8.3 Jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi dogrulamak amaciyla %1'lik agaroz jel kullanilmistir.
Jel hazirlanirken, 1 g agaroz (BIOMAX) tartilip temiz bir erlene koyulmus ve iizerine
100 mL 1x Tris Borate EDTA buffer (TBE) tamponu eklenmistir. Agarozun TBE
tamponu i¢inde tamamen ¢Oziinmesi i¢in karisim, mikrodalga firinda (600 Watt)
agaroz eriyene kadar 1sitilmistir. Oda sicakligina gelen jelin ig¢ine 3 pL Xpert Green
DNA Stain (GRISP) eklenmistir. Elektroforez tankinda kullanilan tepsiye uygun bir
tarak yerlestirildikten sonra, hazirlanan agaroz dikkatlice dokiilmiis ve hava kabarcigi
olmamasma Ozen gosterilmistir. Jel oda sicakliginda donduktan sonra, tepsinin

kenarindaki silikonlar dikkatlice ¢ikarilip tank igine yerlestirilmistir. Daha sonra,

36



onceden hazirlanan 1x TBE tamponu agaroz jel yiizeyini kaplayacak sekilde eklenmis

ve tarak dikkatlice ¢ikarilmistir.

PCR iirilinlerinin analizi i¢in, jeldeki her bir kuyucuga 5 phL DNA ve 1 uL GRS
DNA Loading dye karisimi yiiklenmistir. DN A'nin boyutunu belirlemek amaciyla 100
bp'lik GRS DNA Ladder (GRISP) belirte¢ olarak kullanilmistir. Yiikleme islemi
tamamlandiktan sonra elektroforez tankina 120 V giic uygulanmis ve ornekler 45
dakika boyunca karanlikta yiiriitiilmiistiir. Bu siirenin sonunda agaroz jel dikkatlice
goriintiileme sistemine tagimis ve elektroforez siiresince yiirliyen DNA ladder ile

PCR iiriin bantlar1 karsilastirilarak dogrulama yapilmistir.

4.2.8.4 DNA dizileme ve tiir tayini

PCR irilinlerinin dizileme islemleri ticari bir firma araciligi ile
gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA dizileri diizenleme islemlerinin ardindan NCBI
(National Center for Biotechnology Information) Gen Bankasinda (NCBI veri tabani)
yer alan diger dizilerle nucleotide BLAST algoritmasi kullanilarak karsilagtirilmisgtir.
Tiir seviyesinde teshis i¢in sorgulanan dizinin gen bankasindaki tiirlerle %98 lizerinde
benzerlik gostermesi kriteri esas alinmigtir. Benzerlik oram %95-98 arasinda ise teshis

cins seviyesinde birakilmistir.

4.2.8.5 Filogenetik Analiz

Filogenetik analiz, Neighbor-Joining yontemi kullanilarak yapilmistir (Tamura
ve dig. 2004). Bootstrap filogenetik agaci, 500 tekrardan elde edilerek incelenen
taksonlarin evrimsel iliskilerini temsil etmektedir (Felsenstein 1985). Bootstrap degeri
%50’ nin altinda olan dallar gosterilmemistir. Yapilan bootstrap testinde, taksonlarin
hangi oranlarda ayni dalda kiimelendigi dallarin yaninda yiizdelik olarak gosterilmistir
(Felsenstein 1985). Evrimsel uzakliklar, Maksimum Bilesik Olasilik yontemiyle
hesaplanmis ve birim olarak baz degisim sayis1 kullanilmistir (Tamura ve dig. 2004).

Dahil edilen kodon pozisyonlari 1., 2., 3. pozisyonlar ve kodlama yapmayan bolgeleri
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kapsamaktadir. Her dizi ¢iftindeki belirsiz niikleotid konumlart ¢ikarilmistir (giftli
silme yontemi). Evrimsel analizler MEGAT11 yazilimi ile gergeklestirilmistir (Tamura

ve dig. 2021).

4.2.9 Fungal biyocesitliligin belirlenmesi ve istatistik calismalar:

Fungal endofit toplulugunun oOrnek alanlar ve doku tipleri arasindaki
cesitliligini degerlendirmek i¢in istatistik analizler yapilmistir. Calismanin istatistik
analizeri R (R Core Team 2014) uygulamasinda phyloseq (McMurdie ve Holmes
2013) ile vegan (Oksanen ve dig. 2007) paketleri kullanilarak yapilmistir. Fungus
topluluklarinin gesitliligini ve bilesimini karakterize etmek i¢in Shannon ¢esitlilik
indeksleri ve Bray-Curtis benzerlik indeksi (Shannon 1948; Bray ve Curtis 1957),
cesitliligin baskinligini tahmin etmek i¢in ise Simpson indeksi kullanilmistir (Simpson
1949). Sayilabilen veriler ile beta gesitliliginin hesabina dayali ¢esitli indisler
kullanilmaktadir (Bray ve Curtis 1957; Lande 1996; Jost 2007; Anderson ve dig. 2011;
Legendre ve De Caceres 2013; Ricotta ve dig. 2021). Bu calismada Shannon

entropisine dayali evrensel beta ¢esitliligi hesabi tercih edilmistir.

H' = _Zpl' lnpl'

Dzl'ZLz?:lpiz

H' Shannon-Wiener c¢esitlilik indeksi, D Simpson ¢esitlilik indeksi ve pi
tiirlerin oransal degerleridir (Shannon 1948; Simpson 1949; Ozdemir ve dig. 2017;
Stiel ve dig. 2021).

_ Zf=1|xuj—ij|
Yo (xujtrv))

BCyy, Bray-Curtis benzerlik indeksi; xUj, U alanindaki j tiriniin bollugunu;

xVj, V alanindaki j tiirtiniin bollugunu; S, karsilastirilan toplam tiir sayisini ifade eder.

38



Sekil 8 Arazi ve laboratuvar galismalarinin sematik gosterimi a) Bitki materyallerinin
orneklenmesi, b) Bitki materyallerinin dokulara gore ayrilmasi, ¢) Bitki materyalleri
ve elde edilen funguslarin morfolojik teshis ¢alismalari, d) Molekiiler ¢alismalar i¢in
secilen funguslarin DNA izolasyonu e) izolasyonu gergeklesen funguslarin ITS1 ve
ITS4 ve Bt2a ve Bt2b primerleri ile PCR islemleri, jel elektroforezi, goriintiileme.
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5. BULGULAR

51 Bitki materyallerinden elde edilen morfolojik ve molekiiler

bulgular

Bu calisma, Mugla il sinirlar igerisinde 10 farkli 6rnek alandan toplanan L.
oriantalis yaprak ve saplarindan elde edilen funguslarin yayginliklar: ile ilgili
bulgular1 igermektedir. Calismada 20 adet agagtan 40 adet yaprak ve yaprak sapi
ornegi toplanmistir. Toplanan yaprak ve yaprak sap: o6rnekleri 1280 adet petriye

ekilmistir.

Bu tez ¢alismasinda toplanan 6rneklerden 499 izolat elde edilmistir. Yapilan
morfolojik ve molekiiler analizler sonucunda tamami Ascomycota subesine ait 11
fungus cins diizeyinde 26 fungus tiir diizeyinde olmak tizere 15 farkli familyadan
toplam 37 tane fungus tanimlanmistir. Ayrica 1 tane tammlanamayan tiir elde
edilmistir (Tablo 6).

Veriler incelendiginde elde edilen en yaygin familyalar sirasiyla;
Diaporthaceae familyasi 174 izolat (%34,86), Pleosporaceae familyasi 117 izolat
(%23,44), Botryosphaeriaceae familyasi 111 izolat (%22,24) seklindedir.

Ote yandan tiir bazinda D. eres (75 izolat- %15,03) her alanda izole edilen en
yaygin ve baskin tiir iken aynm sekilde bu siray1 Phomopsis sp. (62 izolat- %12,42),
Alternaria sp. (56 izolat- %11,22),) takip etmektedir.
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Familya Izolat Kodu Morfolojik Tanimlama En yakin NCBI eslesmesi
1 FBL7 Alternaria sp.1 Alternaria sp.1
2 FBL56 Alternaria sp.2 Alternaria destruens
3 Pleosporaceae FBL3 Alternaria sp.3 Alternaria alstroemeriae
4 FBL53 Bipolaris sp. Bipolaris subramanianii
5 FBL50 Stemphylium sp.1 Stemphylium sp.1
6 FBL13 Stemphylium sp.2 Stemphylium botryosum
7 FBL39 Stemphylium sp.3 Stemphylium majusculum
8 FBL11 Diaporthe sp.1 Diaporthe bohemiae
9 Diaporthaceae FBL29 Diaporthe sp.2 Diaporthe cynaroidis
10 FBL23 Diaporthe sp.3 Diaporthe eres
11 FBL6 Phomopsis sp.1 Phomopsis sp.1
12 Didymosphaeriaceae FBL12 Paraconiothyrium sp. Paraconiothyrium brasiliense
13 FBL26 Pseudopithomyces sp. Pseudopithomyces rosae
14 FBL25 Neofusicoccum sp.1 Neofusicoccum sp.1
15 FBL21 Neofusicoccum sp.2 Neofusicoccum sp.2
16 | Botryosphaeriaceae FBL33 Neofusicoccum sp.3 Neofusicoccum sp.3
17 FBL36 Neofusicoccum sp.4 Neofusicoccum sp.4
18 FBL27 Neofusicoccum sp.5 Neofusicoccum sp.5
19 Didymellaceae FBL43 Nothophoma sp. Nothophoma variabilis
20 FBL51 Didymella sp. Didymella prosopidis
21 FBLS8 Aspergillus sp. Aspergillus niger
22 Aspergillaceae FBL28 Penicillium sp.1 Penicillium sp.1
23 FBL55 Penicillium sp.2 Penicillium rubens
24 FBL48 Penicillium sp.3 Penicillium italicum
25 Hypocreaceae FBL35 Trichoderma sp.1 Trichoderma harzianum
26 FBL40 Trichoderma sp. 2 Trichoderma lixii
27 Cladosporiaceae FBL52 Cladosporium sp. Cladosporium endophyticum
28 FBL32 Cladosporium sp. Cladosporium colombia
29 FBL14 Pseudopezicula sp. Pseudopezicula sp.1
30 | Discinellaceae FBL45 Pseudopezicula sp. Pseudopezicula tetraspora
31 FBL49 Pseudopezicula sp. Pseudopezicula tracheiphila
32 | Muyocopronaceae FBL4?2 Muyocopron sp. Muyocopron sp.1
33 | Cucurbitariaceae FBL22 Neocucurbitaria sp. Neocucurbitaria cava
34 | Mycosphaerellaceae FBL44 Sphaerulina sp. Sphaerulina rhododendricola
35 | Meruliaceae FBLA47 Constantinomyces sp. Constantinomyces macerans
36 | Cyphellaceae FBL58 Aequabiliella sp. Aequabiliella effusa
37 | Glomerellaceae FBL19 Gnomoniopsis sp. Gnomoniopsis idaeicola
38 | Bilinmeyen tiir FBL9

Tablo 6 Elde edilen funguslarin gruplanmasi, morfolojik tanimlanmasi ve NCBI

eslesmesi

41




Bu ¢alismada elde edien funguslarin makroskobik 6zellikleri, petri goriintiileri,
ITS dizileri ve funguslarin NCBI’ da eslestigi izolatlar ile karsilastirilmasinin

Neighbor Joining agaci1 gosteriminden elde edilen bulgular asagida verilmistir.

Alternaria sp.1

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmistir. Tiim besiyerlerinde gelisim
gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL7 izolati incelendiginde, koloni

rengi koyu yesil merkezli ve kenarlara dogru hafif kahverengimsi koyu yesildir. Az

pamuksu bir yiizey dallanarak olusmustur (Sekil 9).

Sekil 9 Alternaria sp.’nin PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 473 bp uzunlugundadir.

>FBL7

GGGCTGGAACCTCTCGGGGTTACAGCCTTGCTGAATTATTCACCCTTGTCTTTTG
CGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGACAAACATAAACCTT
TTGTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAATTAATAATTACAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGG
TATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGG
TGTTGGGCGTCTTGTCTCTAGCTTTGCTGGAGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAG
CCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCACAAGTCGCACTCTCTATCAGCAAAGGT
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CTAGCATCCATTAAGCCTTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATAC
CCGCTGAACTTAAGCA

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
kargilastirildiginda, Alternaria sp.tiriine ait OR245528.1 no’lu izolat ile %100

benzerlik gostermektedir.

Alternaria destruens EG Simmons, 1998

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmistir. Tiim besiyerlerinde gelisim
gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL7 izolati incelendiginde, koloni
rengi koyu gri, petrinin tabaninda ve ilerleyen kisimlarinda ise koyulasarak siyah

renkli olarak goriilmiistir. Miselyum gelisimi; yogun, pamuksu goriintimlidiir.

Somatik hifler renksiz, bélmeli ve dallanmustir (Sekil 10).

Sekil 10 Alternaria destruens’in PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 508 bp uzunlugundadir.
>FBL56

GGGCTGGAACCTCTCGGGGTTACAGCCTTGCTGAATTATTCACCCTTGTCTTTTG
CGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGACAAACATAAACCTT
TTGTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAATTAATAATTACAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGG
TATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGG
TGTTGGGCGTCTTGTCTCTAGCTTTGCTGGAGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAG

43



CCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCACAAGTCGCACTCTCTATCAGCAAAGGT
CTAGCATCCATTAAGCCTTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATAC
CCGCTGAACTTAAGCA

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Alternaria destruens tiiriine ait NR_137143.1 no’lu izolat ile %99
benzerlik gostermektedir. Beta tubulin boélgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki
diger dizilerle karsilastirildiginda, Alternaria destruens tiiriine ait JQ672038.1 no’lu

izolat ile %98 benzerlik gostermektedir.
Alternaria alstroemeriae EG Simmons ve CF Hill, 2007

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmistir. Tiim besiyerlerinde gelisim
gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL3 izolat1 incelendiginde, koloni

rengi oldukca acik soft yesil merkezli olup kenarlara dogru yesilin tonu giderek

koyulagmaktadir. Merkeze dogru yogun pamuksu ve diizgiin, yuvarlak seklindedir
(Sekil 11).

Sekil 11 Alternaria alstroemeriae nin PDA besiyerindeki geligimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 443 bp uzunlugundadir.
>FBL3

CGAAACCAGTAGGCCGGCTGCCAATTACTTTAAGGCGAGTCTCCAGCAAAGCTA
GAGACAAGACGCCCAACACCAAGCAAAGCTTGAGGGTACAAATGACGCTCGAA
CAGGCATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATG

44



ATTCACTGAATTCTGCAATTCACACTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCG
ATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTAATTATTAATTTGTTACTGA
CGCTGATTGCAATTACAAAAGGTTTATGTTTGTCCTAGTGGTGGGCGAACCCACC
AAGGAAACAAGAAGTACGCAAAAGACAAGGGTGAATAATTCAGCAAGGCTGTA
ACCCCGAGAGGTTCCAGCCCGCCTTCATATTTGTGTAATGATCCCTCCGCAGGTT
CACCTACG

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Alternaria alstroemeriae tiiriine ait NR_163686.1 no’lu izolat ile
%100 benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen
bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda, Alternaria alstroemeriae tiiriine ait
OM522505.1 no’lu izolat ile %99 benzerlik gostermektedir.

Bipolaris subramanianii YP Tan ve RG Shivas, 2016

Bu fungusa yalnizca sapta rastlanmistir. Sadece PL-MEA besiyerinde gelisim
gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL53 izolati incelendiginde, koloni
rengi koyu yesil merkezli olup kenarlara dogru gri ve koyu yesil renk almaktadir.
Merkeze dogru yogun pamuksu ve diizgiin, yuvarlak seklindedir (Sekil 12).

Sekil 12 Bipolaris subramanianii’nin PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 481 bp uzunlugundadir.
>FBL53

TCCTGGGCGGGATCGCCCGCCACCAGGACCAAACCATAAACCTTTTTTTTATGCA
GTTGCAATCAGCGTCAGTAAAAACAATGTAATTATTACAACTTTCAACAACGGA
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TCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGA
ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTA
TTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTTTGCTTGGTG
TTGGGCGTTTTTTGTCTCCCTCTTTCTGGGAGACTCGCCTTAAAACGATTGGCAG
CCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCACATATTTTGCGCTTTGTATCAGGAGAAA
AGGACGGTAATCCATCAAGACTCTACATTTTTAACTTTTGACCTCGGATCAGGTA
GGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAACC

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Bipolaris subramanianii tiiriine ait NR_147496.1 no’lu izolat ile
%99 benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen
bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda, Bipolaris subramanianii tiiriine ait
MW450846.1 no’lu izolat ile %97 benzerlik gostermektedir.

Stemphylium sp.

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmistir. PCA besiyeri disinda diger
ti¢ besiyerinde gelisim gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL50 izolati
incelendiginde, koloni rengi hafif pembe ve bej renkte olup, petrinin tabaninda ve

ilerleyen kisimlarinda ise koyulasarak giri-siyah renkli olarak goriilmiistiir. Miselyum

gelisimi; hafif, pamuksu ve ylizeyseldir (Sekil 13).

Sekil 13 Stemphylium sp.’nin PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 477 bp uzunlugundadir.

>FBL50
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CAAGGCTGATTCAAAGTGCAAGAATTGTGCTGCGCTCCGAAACCAGTAGGTCGG
CTGCCAATCATTTTAAGGCGAGTCTCGTGAGAGACAAAGACGCCCAACACCAAG
CAAAGCTTGAGGGTACAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCTTTGGAATACCAA
AGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACA
CTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTT
GTTGAAAGTTGTAATAATTACATTGTTTACTGACGCTGATTGCAATTACAAAAAG
GTTTATGGTTTGGTCCTGGTGGCGGGCGAACCCGCCCAGGAAACAAGAAGTGCG
CAAAAGACATGGGTGAATAATTCAGACAAGCTGGAGCCCTCACCGAAGTGAGG
TCCCAACCCGCTTTCATATTGTGTAATGATCCCTCCGCAGGTTC

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda,
Stemphylium sp. tiirine ait OR562057.1 no’lu izolat ile %100 benzerlik

gostermektedir.

Stemphylium botryosum Wallroth, 1833

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmistir. Sadece PDA besiyerinde
gelisim gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL13 izolati incelendiginde,

koloni rengi beyaz-gri gorilmiistir. Miselyum gelisimi; yogun, pamuksu

goriiniimliidiir (Sekil 14).

Sekil 14 Stemphylium botryosum’un PDA besiyerindeki gelisimi
ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 502 bp uzunlugundadir.

>FBL13
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TCGGTGAGGGCTCCAGCTTGTCTGAATTATTCACCCATGTCTTTTGCGCACTTCTT
GTTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGACCAAACCATAAACCTTTTTGTAAT
TGCAATCAGCGTCAGTAAACAATGTAATTATTACAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTGC

AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCA
AAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGG

CGTCTTTGTCTCTCACGAGACTCGCCTTAAAATGATTGGCAGCCGACCTACTGGT

TTCGGAGCGCAGCACAATTCTTGCACTTTGAATCAGCCTTGGTTGAGCATCCATC

AAGACCACATTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAA
CTTAAGC

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Stemphylium botryosum tiiriine ait NR_163547.1 no’lu izolat ile
%99 benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen
bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda, Stemphylium botryosum tiiriine ait
JQ646450.1 no’lu izolat ile %99 benzerlik gostermektedir.

Stemphylium majusculum EG Simmons, 1969

Bu fungusa yalnizca yaprakta rastlanmistir. Sadece PDA besiyerinde gelisim
gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL39 izolati incelendiginde, koloni
rengi Kirli beyaz renkte olup, 7-10 giin sonra koyulasarak giri-siyah renk aldigi

goriilmiistiir. Miselyum gelisimi; hafif, diiz ve yiizeyseldir (Sekil 15).

Sekil 15 Stemphylium majusculum’un PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi
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ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 449 bp uzunlugundadir.
>FBL39

AAACCAGTAGGTCGGCTGCCAATCATTTTAAGGCGAGTCTCGTGAGAGACAAAG
ACGCCCAACACCAAGCAAAGCTTGAGGGTACAAATGACGCTCGAACAGGCATG
CCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTG
AATTCTGCAATTCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAG
AACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTAATAATTACATTGTTTACTGACGCTGA
TTGCAATTACAAAAAGGTTTATGGTTTGGTCCTGGTGGCGGGCGAACCCGCCCA
GGAAACAAGAAGTGCGCAAAAGACATGGGTGAATAATTCAGACAAGCTGGAGC
CCTCACCGAAGTGAGGTCCCAACCCGCTTTCATATTGTGTAATGATCCCTCCGCA
GGTTCACCCTACGGAA

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Stemphylium majusculum tiiriine ait NR_160116.1 no’lu izolat ile
%99 benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen
bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda, Stemphylium majusculum tiiriine ait
KU850618.1 no’lu izolat ile %99 benzerlik gostermektedir.

99 NR 147496.1 Bipolaris subramanianii
492,—: MWA450846.1 Bipolaris subramanianii
76 FBL53
FBL56
%2 —761—': DQ323680.1 Alternaria destruens
75 NR 137143.1 Alternaria destruens

FBL13
100 { NR 163547.1 Stemphylium botryosum
84 OP168186.1 Stemphylium botryosum
FBL7

= FBL3
475‘—‘: NG 0698821 Alternaria alstroemeriae
73

NR 163686.1 Alternaria alstroemeriae
FBL50

= FBL 39
484‘—(: NR 160116.1 Stemphylium majusculum
84

MH859209.1 Stemphylium majusculum

Sekil 16 Pleosporaceae familyasina ait izolatlarin gen bankasinda yer alan diger izolatlar ile
karsilagtirilmasinin NeighborJoining agaci gosterimi
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Diaporthe bohemiae Guarnaccia, Eichmeier & Crous, 2018

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmistir. Tiim besiyerlerinde gelisim
gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL11 izolat1 incelendiginde, koloni
rengi beyaz renkte olup, 7-10 giin sonra koyulasarak turuncumsu kahve renk aldigi

goriilmiistiir. Zamanla merkezden disa dogru koyu renkli piknidyumlar gelismistir.

Miselyum gelisimi; hafif ve piirtizliidir (Sekil 17).

Sekil 17 Diaporthe bohemiae’nin PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 401 bp uzunlugundadir.
>FBL11

CACTGAAACTCTGAGAATAAAACATAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATC
TCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT
TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATT
CCGGAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCTGGCTTGGTGAT
GGGGCACTGCCTGTAAAAGGGCAGGCCCTGAAATTCAGTGGCGAGCTCGCCAGG
ACCCCGAGCGCAGTAGTTAAACCCTCGCTCTGGAAGGCCCTGGCGGTGCCCTGC
CGTTAAACCCCCAACTTCTGAAAATTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGC
TGAACTTAAGCATATCAATAA

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Diaporthe bohemiae tiirtine ait NR_164425.1 no’lu izolat ile %98

benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki
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diger dizilerle karsilastirildiginda, Diaporthe bohemiae tiiriine ait MG281189.1 no’lu

izolat ile %98 benzerlik gostermektedir.
Diaporthe cynaroidis Marinc., MJ Wingf. ve Crous, 2008

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmistir. PDA ve PL-MEA
besiyerlerinde gelisim gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL29 izolati
incelendiginde, koloni rengi beyaz renkte olup, 7-10 giin sonra koyulagarak soft kahve
renk aldigr goriilmiistiir. Zamanla merkezden disa dogru koyu renkli piknidyumlar

gelismistir. Miselyum gelisimi; hafif ve pirtzliidiir (Sekil 18).

Sekil 18 Diaporthe cynaroidis’in PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 400 bp uzunlugundadir.
>FBL29

TCGGCGTCAGGCTGGCTCCCCTCGGGGGGTCCCTCACCATCTCGGTGAGGAGCA
GGCCCGCCGGCGGCCAAGTTAACTCTTGTTTTTACACTGAAACTCTGAGAATAA
AACAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTTCG
AGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCTGGCTTGGTGATGGGACACTGCCTTTGAGAA
AAGGCAGGTCCTGAAATTCAGTGGCGAGCTCGCCAGGACCCCGAGCGCAGTAGT
TAAACCCTCGCTTTGGAAGGT

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Diaporthe cynaroidis tiirline ait MH863230.1 no’lu izolat ile
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%100 benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bodlgesinden elde edilen dizi gen
bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda, Diaporthe cynaroidis tiiriine ait
MW574122.1 no’lu izolat ile %98 benzerlik gostermektedir.

Diaporthe eres Nitschke, 1870

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmistir. Tiim besiyerlerinde gelisim
gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL50 izolat1 incelendiginde, koloni
rengi beyaz renkte olup 7-10 giin sonra koyulasarak yer yer gri renk aldigi, petrinin

tabaninda ve ilerleyen kisimlarinda beyaz aralikli ¢emberler seklinde gelistigi

goriilmiistir. Miselyum gelisimi; hafif, diiz, ylizeysel veya yogun, piriizli,

pamuksudur (Sekil 19).

Sekil 19 Diaporthe eres’in PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 460 bp uzunlugundadir.
>FBL23

CTTCCAGAGCGAGGGTTTAACTACTGCGCTCGGGGTCCTGGCGAGCTCGCCACT
GAATTTCAGGGCCTGCCCTTTTACAGGCAGTGCCCCATCACCAAGCCAGGCTTG
AGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCTCCGGAATACCAGAGGGCGCA
ATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATC
GCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGT
TTTGATTCATTTATGTTTTATTCTCAGAGTTTCAGTGTAAAAACAAGAGTTAGGT
TGGCCGCCGGCGTGCCTGCTCCTCCAGGAGAGGGGCCCCCAAGGGGGCCGGCAT
GCGCCGAGGCAACAGTAAGGTATAAGTTCACAAAGGGTTTCTGGGTGCGCCTGG
GGCGCGTTCCAGCAATGATCCCTCCG
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ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Diaporthe eres tiirtine ait NR_144923.1 no’lu izolat ile %99
benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki
diger dizilerle karsilastirildiginda, Diaporthe eres tiiriine ait OU022059.1 no’lu izolat

ile %98 benzerlik gostermektedir.
Phomopsis sp.1

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmistir. Tiim besiyerlerinde gelisim
gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL6 izolat1 incelendiginde, koloni

rengi beyaz renkte olup, 7-10 giin sonra koyulasarak sarimtirak turuncu renk aldigi

goriilmustiir. Merkezde ir1, koyu renkli piknidyumlar geligsmistir. Miselyum gelisimi;
hafif ve piiriizliidiir (Sekil 20).

Sekil 20 Phomopsis sp.’nin PDA besiyerindeki gelisimi
ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 466 bp uzunlugundadir.
>FBL6

GGGTGCGCCAGGAAGCGCGTTCCAGCAATGATTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGG
GATCATTGCTGGAACGCCCTGGCGCACCCAGAAACCCTTTGTGAACTTATACCTT
ACTGTTGCCTCGGCGCAGGCCGTCCCCTACGGGGTCCCTTGGAAACAAGGAGCC
AGCCGGCCAAGGTGGCCAAATTAACTCTGTTTACACTGAAACTCTGAGTATAAA
ACATAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTAAGGCTTATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTT
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CGAAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCTGGCTTGGTGTTGGGGCACTGCTTTTTCC
GAAAAGCAGGCCCTGAAATATAGTGGCGAGCTCGCCAGGACTCCGAGCGTAGT
AGTTAAACCCTCGCTTTGGAAGGCCTGGCGGTGCCCTGCCGTTAAACCCCAACTT
TTGAAAATYTGACCTCGGATCAGGTGGAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT
CAATAA

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Phomopsis sp. tiiriine ait OR122531.1 no’lu izolat ile %100
benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki
diger dizilerle karsilastirildiginda, Phomopsis sp. tiiriine ait HQ333511.1 no’lu izolat

ile %98 benzerlik gostermektedir.

92 MG281015.1 Diaporthe bohemiae
) e B NR 1644251 Diaporthe bohemiae
MG281016.1 Diaporthe bohemiae
62 FBL11 Diaporthe bohemiae

FBL29 Diaporthe cynaroidis
NR 111846.1 Diaporthe cynaroidis

85 { MH863230.1 Diaporthe cynaroidis
93 MH874757 .1 Diaporthe cynaroidis
NR 190275.1 Diaporthe rauvolfiae

PP923024.1 Diaporthe eres
PP923023.1 Diaporthe eres

70 FBL23 Diaporthe eres
—m: NR 144923 1 Diaporthe eres

OR131585.1 Phomopsis sp.

OR125597.1 Phomopsis sp.

91 { 0OR122531.1 Phomopsis sp.
95 FBL6

85

99

83

91

93

Sekil 21 Diaporthaceae familyasina ait izolatlarn gen bankasinda yer alan diger izolatlar ile
karsilastirilmasinin Neighbor-Joining agact gosterimi

Paraconiothyrium brasiliense Verkley, 2004

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmistir. Sadece PDA besiyerinde
gelisim gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL12 izolati incelendiginde,
koloni rengi sarimtirak beyaz renkte olup, petrinin tabaninda ve ilerleyen kisimlarinda
beyaz-bej aralikli gemberler seklinde goriilmistiir. Miselyum gelisimi; hafif, yiizeysel
ve pamuksudur (Sekil 22).
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Sekil 22 Paraconiothyrium brasiliense’nin PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 435 bp uzunlugundadir.
>FBL12

AGGCAAGGACCGCTGCCAATGAATTTGGGGCGAGTCCGCGCGCAGAGGCGGGA
CAGACGCCCAACACCAAGCAGAGCTTGAGGGTGTAGATGACGCTCGAACAGGC
ATGCCCCATGGAATACCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCA
CTGAATTCTGCAATTCACACTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCC
AGAGCCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTGTAACGATTGTTTGTATCAGAACAGG
TAATGCTAGATGCAAAAAAAGGTTTTGATAGGTTCCAACGGCAGGTTGCCCCAC
CGAAGGAGAACGAAAGGTGCTCGTAAAAAAAGGATTCAGACATGCGGCGCGTG
AAAGTGTTACCTCTACCGCCCGACGGTAGCTGTTGCTCCCGCCGAGGGCCGCGA
CCGC

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda Paraconiothyrium brasiliense tiiriine ait NR_163552.1 no’lu izolat
ile %99 benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bdlgesinden elde edilen dizi gen
bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda, Paraconiothyrium brasiliense tiiriine
ait LT796975.1 no’lu izolat ile %97 benzerlik gostermektedir.

Pseudopithomyces rosae Phukhams., Camporesi ve K.D. Hyde, 2018

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmistir. PL-MEA ve WA
besiyerlerinde gelisim gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL26 izolat1
incelendiginde, koloni rengi sarimtirak ve bej renkte olup, petrinin tabaninda ve
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ilerleyen kisimin sonunda beyaz ¢ember seklinde goriilmiistiir. Miselyum gelisimi;

hafif ve pamuksudur (Sekil 23).

Sekil 23 Pseudopithomyces rosae’nin PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 380 bp uzunlugundadir.
>FBL26

TGCGCGAGAGGAGGCAAGGACCGCTGCCAATGAATTTGGGGCGAGTCCACGCG
CGGAGGCGGGACAGACGCCCAACACCAAGCAGAGCTTGAGGGTGTAGATGACG
CTCGAACAGGCATGCCCCACGGAATACCGAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGAT
TCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACACTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCT
TCATCGATGCCAGAGCCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTGTAACGATTGTTTGTT
TCGGAACAGGTAATGCTAGATGCAAAAAGAGTTTATTCGGTTCCAACGGCAGGT
TGCCCCGCCGAGGGAGAACAGAAGGTGCTCGTAAAGTAAGGATGGCAGTCGTG
CG

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Pseudopithomyces rosae tiiriine ait NR_157539.1 no’lu izolat ile
%100 benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen
bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda, Pseudopithomyces rosae tiiriine ait
PP712079.1 no’lu izolat ile %98 benzerlik gdstermektedir.
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41&: FBL12 Paraconiothyrium brasiliense
0 NR 163552.1 Paraconiothyrium brasiliense

NG 070605.1 Paraconiothyrium brasiliense
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ON908491.1 Paraconiothyrium brasiliense

PP712079.1 Pseudopithomyces rosae
MG828953.1 Pseudopithomyces rosae

. { NR 157539.1 Pseudopithomyces rosae
100 FBL26 Pseudopithomyces rosae

Sekil 24 Didymosphaeriaceae familyasina ait izolatlarin gen bankasinda yer alan diger
izolatlar ile karsilastirilmasinin Neighbor-Joining agact gosterimi

Neofusicoccum sp.1

Bu fungusa sadece yaprakta rastlanmistir. Sadece PL-MEA ortamlarinda
gelisim gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL25 izolati incelendiginde,

koloni rengi kirli beyaz renkte olup, petrinin tabaninda ve ilerleyen kisimlarinda yesil-

gri renkte goriilmiistiir. Miselyum gelisimi; yogun ve boyuna uzayan pamuksudur

(Sekil 25).

Sekil 25 Neofusicoccum sp.1’in PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 577 bp uzunlugundadir.
>FBL25

TTGACCTGGAGGTCATTACCGAGTTGATTCGAGCTCCGGCTCGACTCTCCCACCC
AATGTGTACCTACCTCTGTTGCTTGCGGGCCGCGGTCCTCCGCAACCGGCGCCCT
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TCGGGGGGCTGGCCAGCGCCCGCCAGAGGACCATAAAACTCCAGTCAGAACTTC
GCAGTCTGAAAAACAAGTTAATAAACTAAACTTTCAACAACGGATCTCCTTGGT
TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA
TTCAGTGAATCATGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGG
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTAATGGGCC
CCGTCCTCCACGGACGCCTTAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGT
AGTAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTT
GAATTATTTCTCAATTGACCCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGGCTGAACTTAA
GCATATCAATAAGCCGGAGGAAATGATTAAATA

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
kargilastirildiginda, Neofusicoccum sp.tiiriine ait OR916288.1 no’lu izolat ile %100

benzerlik gostermektedir.
Neofusicoccum sp.2

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmustir. Tiim besiyerlerinde gelisim

gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL21 izolati incelendiginde, koloni

rengi koyu gri ve yesilimtrak renkte goriilmiistiir. Miselyum gelisimi; hafif, yiizeysel
ve pamuksudur (Sekil 26).

Sekil 26 Neofusicoccum sp.2’nin PDA besiyerindeki geligimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 576 bp uzunlugundadir.

>FBL21
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TCCGTAGGTGAACCTGCGAGGATCATTACCGAGTTGATTCGAGCTCCGGCTCGA
CTCTCCCACCCAATGTGTACCTACCTCTGTTGCTTTGGCGGGCCGAACGGTCCTC
CGCACCGGCGCCCTTCGGGGCTGGCCAGCGCCCGCCAGAGGACCATAAAACTCC
AGTCAGTGAACTTTGCAGTCTGAGAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACA
ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAATAGCGAAATGCGATAAG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
CCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCT
GCTTGGTATTGGGCTCCGTCCCACGGACGCGCCTTAAAGACCTCGGCGGTGGCG
TCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAAAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGTCGCCC
GCCGGACGAACCTTTGAATTATTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGAT
ACCCGCTGAACTTACATATCAATAAGCGGAGGA

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Neofusicoccum sp.tiiriine ait OR803190.1 no’lu izolat ile %100

benzerlik gostermektedir.
Neofusicoccum sp.3

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmistir. Ttim besiyerlerinde gelisim
gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL33 izolat1 incelendiginde, koloni

rengi siyaha yakin koyu gri ve yer yer kiil renginde goriilmiistiir. Miselyum gelisimi;

hafif, ylizeysel ve pamuksudur (Sekil 27).

Sekil 27 Neofusicoccum sp.3’tin PDA besiyerindeki geligimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 578 bp uzunlugundadir.

>FBL33
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AAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACC
GAGTTGATTCGAGCTCGGCTCGACTCTCCCACCTGTGTACCTATCCTCTGTTGCTT
TGGCGGGCCGCGGTCCTCCGCACCGACCCCCGTTCGGGGGGCCGGCCAGCGLCCC
GCCAGAGGACCACAAAACTCCAGTCAGTAGTCGCAGTCTAGGAAACAAGTTAAT
AAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA
GGAAATGCGATAAGTAATGGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCCTT
TTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCA
TTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCTGTCCTCTGTGGACGCGCCTCGA
AGACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAAAACACCTCCTTTGGA
GCGCACGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTTGAATTTTTCTCAAGGTTGACCTCG
GATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCAT

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Neofusicoccum sp.tiiriine ait PP701999.1 no’lu izolat ile %100

benzerlik gostermektedir.
Neofusicoccum sp.4

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmistir. Ttim besiyerlerinde gelisim
gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL36 izolati incelendiginde, koloni
rengi koyu gri renkte olup, petrinin tabaninda ve ilerleyen kisimlarinda koyuyesil

renkte goriilmiistiir. Miselyum gelisimi; ¢ok yogun ve boyuna uzayan pamuksudur. 7-

10 giin sonra tiim petri kabin1 yogun bir sekilde kaplamustir (Sekil 28).

Sekil 28 Neofusicoccum sp.4’iin PDA besiyerindeki geligimi
ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 549 bp uzunlugundadir.
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>FBL36

GCGGCGTCGGGCTGATCGAGCTCGGCTCGACTCTCCCACCCAATGTGTACCTACC
TCTGTTGCTTTGGGGCGCTCGGTCCTCCGCACCGGCGCCCTTCGGGGGGCTGGCC
AGCGCCCGCCAGAGGACCATAAAACTCCGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAGAAA
CAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGA
AGAACGCAGCGAGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCATCTGAATCATCGA
ATTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGAG
CGTCATTTCAACCCTCATCTGCTTGGTATTGGGCTCCGTCCTCCACGGACGCGCC
TTAAAGGCCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAAAACACCTCGCT
TTGGAGCGAACACGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTTGAACTATTTCCAAGGT
TGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA
GGAA

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Neofusicoccum sp.tiiriine ait KX226449.1 no’lu izolat ile %97

benzerlik gostermektedir.
Neofusicoccum sp.5

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmistir. WA besiyeri disinda diger
besiyerlerinde gelisim gostermistir. Bu fungusa sadece yaprakta rastlanmigtir. Sadece
PL-MEA ortamlarinda gelisim gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL27
izolat1 incelendiginde, koloni rengi gri renkte olup, petrinin tabaninda ve ilerleyen

kisimlarinda yesil renkte goriilmiistiir. Miselyum gelisimi; yogun, boyuna uzayan

pamuksu veya diiz, ylizeyseldirn (Sekil 29).

Sekil 29 Neofusicoccum sp.5’in PDA besiyerindeki gelisimi
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ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 537 bp uzunlugundadir.
>FBL27

AAGGATCATTACCGAGTTGATAATCGAGCTCCGGCTCGACTCTCCCACCCTATGT
GTACCTACCTCTGTTGTGGCGGGCCGCGGTCCTCCGCACCGGCTCCCTTTGGGGG
GCTGGCCAGCGCCCGCCAGAGGACCACAAACTCCAGTTTCAGTGAACGACGCAG
TCTGCAAAAACAAGTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTG
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA
GTGAATTCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGC
CTGTTCGAGCGTCATTTCAACCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCTCCGTCCTCC
GCGGACGCGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTGCCTCAAGCGTAGTAGA
AAACACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGTCGCCTGCCGGACGAACCTTTGAATTTI
CTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAA

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Neofusicoccum sp.tiiriine ait LC698678.1 no’lu izolat ile %100

benzerlik gostermektedir.

95 OR916288.1 Neofusicoccum sp.
86 _: FBL15

OR803190.1 Neofusicoccum sp.
FBL27

FBL21

LC698678.1 Neofusicoccum sp.
FBL36

FBL33

PP701999.1 Neofusicoccum sp.
KX226449.1 Neofusicoccum sp.
r— NR 136999.1 Dothiorella longicollis
73 L—— NR 136996.1 Dothiorella capri-amissi

73

72

72

72

86
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Sekil 30 Botryosphaeriaceae familyasina ait izolatlarin gen bankasinda yer alan diger izolatlar
ile karsilagtirilmasinin Neighbor-Joining agaci gosterimi

Nothophoma variabilis Valenz.-Lopez, Cano, Guarro & Stchigel, 2017

Bu fungusa sadece yaprakta rastlanmistir. Yalnmzca PCA besiyerinde. gelisim
gostermistir  (Sekil 31). PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL29 izolat

incelendiginde, koloni rengi siyaha yakin koyu gri ve yer yer kiil renginde
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gOriilmiistiir. Petri tabanina inildikge gelisimi koyu yesil ve dallanmis bir yapida

ilerlemistir. Miselyum gelisimi; hafif, ylizeysel ve pamuksudur.

Sekil 31 Nothophoma variabilis’in PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 420 bp uzunlugundadir.
>FBL43

GGCGGGTCCGCCCGCCGATTGGACAATTTAAACCATTTGCAGTTGCAATCAGCG
TCTGAAAAAAACTTAATAGTTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTG
AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCTCGC
CTCCGCGTGTAGACTCGCCTCAAAACAATTGGCAGCCGGCGTATTGATTTCGGA
GCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCACTCATAACGACGACGTCCAAAAGTACATTTT
TTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGC

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Nothophoma variabilis tiirtine ait NR_158280.1 no’lu izolat ile
%100 benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen
bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda, Nothophoma variabilis tiiriine ait
LT593008.1 no’lu izolat ile %98 benzerlik gostermektedir.

Didymella prosopidis (Crous & A.R. Wood) L.W. Hou, L. Cai & Crous, 2020

Bu fungusa sadece sapta rastlanmustir. Yalnizca PDA besiyerinde gelisim

gostermistir. Bu fungusa sadece yaprakta rastlanmistir. Sadece PL-MEA ortamlarinda
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gelisim gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL51 izolati incelendiginde,

koloni rengi soft turuncu renkte olup, petrinin tabaninda ve ilerleyen kisimlarinda

beyaz ve koyu gri renkte goriilmiistiir. Miselyum gelisimi; hafif diiz ve yiizeyseldir
(Sekil 32).

Sekil 32 Didymella prosopidis’in PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 415 bp uzunlugundadir.
>FBL51

GGCGGGTCCGCCCGCCGATTGGACAATTTAAACCATTTGCAGTTGCAATCAGCG
TCTGAAAAAAACTTAATAGTTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTG
AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCTCGC
CTCCGCGTGTAGACTCGCCTCAAAACAATTGGCAGCCGGCGTATTGATTTCGGA
GCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCACTCATAACGACGACGTCCAAAAGTACATTTT
TTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGC

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
kargilastirildiginda, Didymella prosopidis tiiriine ait NR_137836.1 no’lu izolat ile
%100 benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen
bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda, Didymella prosopidis tiiriine ait
OP828922.1 no’lu izolat ile %97 benzerlik gostermektedir.
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93| 0OP821093.1 Didymella prosopidis
L 0OP821092.1 Didymella prosopidis
92 NR 137836.1 Didymella prosopidis
L FBL51
78 0OL958597.1 Nothophoma variabilis
78| NR 158280.1 Nothophoma variabilis
' FBL43

Sekil 33 Didymellaceae familyasina ait izolatlarin gen bankasinda yer alan diger izolatlar ile
karsilastirilmasinin Neighbor-Joining agaci gdsterimi

Aspergillus niger Tieghem, 1867
Bu fungusa sadece yaprakta rastlanmistir. Yalnizca PCA besiyerinde gelisim

gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBLS izolat1 incelendiginde, koloni

rengi siyah renkte olup, siyah sporodochia kiimeleri petrinin tabaninda ve ilerleyen

kisimlarinda aralikli olarak goriilmiistiir. Miselyum gelisimi; yogun ve ylizeyseldir

(Sekil 34).

Sekil 34 Aspergillus niger’in PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 557 bp uzunlugundadir.
>FBLS

GTATCCTGTTGAGTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGGGGGCGCCT
CTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGAAAG
CGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTC
TTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTG
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CAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCC
GGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTG
GGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGC
GTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCG
CCTGCCGACGTTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGAT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAATATGAGTCCGCAGGTTGA
CCAAGGAAAGAA

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Aspergillus niger tiiriine ait NR_111348.1 no’lu izolat ile %98
benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki
diger dizilerle karsilastirildiginda, Aspergillus niger tiirtine ait OP502858.1 no’lu

izolat ile %98 benzerlik gostermektedir.
Penicillium sp.1

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmustir. Tiim besiyerlerinde gelisim
gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL28 izolat1 incelendiginde, koloni

rengi koyu yesil ve kiillii yesil olarak goriilmiistiir. Miselyum gelisimi; diizensiz, hafif

ve ylizeyseldir (Sekil 35).

Sekil 35 Penicillium sp.1’in PDA besiyerindeki gelisimi
ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 504 bp uzunlugundadir.

>FBL28
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TGCTTCGGCGGGCCCGCCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCTTACGCCCCCGGGLCC
GCGCCCGCCGAAGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGTAGTCTGAGTGAAA
ATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAA
GAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAATCATCGA
GTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGC
GTCATTTCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGATCCCGG
GGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGG
GGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTT
TTATCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATC
AATAAGCGGAGGAAG

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda,
Penicillium sp.1 tiriine ait KP994293.1 no’lu izolat ile %100 benzerlik

gostermektedir.
Penicillium rubens Biourge, 1923

Bu fungusa sadece yaprakta rastlanmistir. Sadece PCA besiyerinde gelisim
gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBLSS5 izolat1 incelendiginde, koloni
rengi merkezde soft yesil merkezden kenarlara gidildikce yesil-beyaz renkte

gorilmiistiir. Miselyum gelisimi; hafif, ylizeysel ve purtzlidir (Sekil 36).

Sekil 36 Penicillium rubens’in PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 472 bp uzunlugundadir.

>FBL55
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GGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTT
CGGGCCCGTCCCCCGGGATCGGAGGACGGGGCCCAACACACAAGCCGTGCTTGA
GGGCAGAAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAA
TGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTTGCAATTCACATTACGTATCGC
ATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTT
TAAATAATTTATATTTTCACTCAGACTACAATCTTCAGACAGAGTTCGAGGGTGT
CTTCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGGCGTAAGCCCCCCGGCGGCCAGTTAAGGCG
GGCCCGCCGAAGCAACAAGGTAAAATAAACACGGGTGGGAGGTTGGACCCAGA
GGGCCCTCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTA

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Penicillium rubens tiiriine ait NR_111815.1 no’lu izolat ile %99
benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki
diger dizilerle karsilastirildiginda, Penicillium rubens tiirtine ait PP907092.1 no’lu

izolat ile %98 benzerlik gostermektedir.
Penicillium italicum Wehmer, 1894

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmustir. Tim besiyerlerinde gelisim
gostermistir  (Sekil 37). PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL48 izolati

incelendiginde, koloni rengi grimtrak yesil olarak goriilmiistiir. Miselyum gelisimi;

hafif, yiizeysel ve diizensizdir.

Sekil 37 Penicillium italicum un PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 475 bp uzunlugundadir.
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>FBL48

ATCGGCAAGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCGGGTGACAAAGCCCCATACGCTC
GAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCGGAATCGGA
GGACGGGGCCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACA
GGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGAT
TCACTGAATTTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATG
CCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAAATAATTTATATTTTCACTCAG
ACGACAATCTTCAGGCAGAGTTCGGGGGTGTCTTCGGCGGGCGCGGGCCCGGGG
GCGTGAGCCCCCCGGCGGCCAGTTAAGGCGGGCCCGCCGAAGCAACGTGGTAA
ATAAACACGGGTGGGAGGTTGGACCCAGAGGGCCCTCACTCGG

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Penicillium italicum tiiriine ait NR_153215.1 no’lu izolat ile %100
benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki
diger dizilerle karsilastirildiginda, Penicillium italicum tiirtine ait AY674398.1 no’lu

izolat ile %98 benzerlik gostermektedir.

84 XR 009468006.1 Aspergillus niger
431,—: XR 0094680141 Aspergilus niger
5 FBLS

38 NR 1113481 Aspergillus niger
NR 1118151 Penicillium rubens

- FBL55
494‘—: LT558874.1 Penicilium rubens
% LT558873.1 Penicillium rubens

FBL48

o5 NR 163528 1 Penicillium italicum
434‘—: NR 1532151 Penicillium italicum
83 MT582779.1 Penicillium italicum

MK583619.1 Penicillium sp.
o MN788660.1 Penicillium sp.
481‘_': KP994293 1 Penicillium sp.

50 FBLZ28

Sekil 38 Aspergillaceae familyasina ait izolatlarn gen bankasinda yer alan diger izolatlar ile
karsilagtirilmasinin Neighbor-Joining agaci gosterimi

Trichoderma harzianum Rifai, 1969

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmistir. Yalnizca PL-MEA
besiyerinde gelisim gostermistir (Sekil 39). PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL35
izolat1 incelendiginde, koloni rengi merkezde seffaf-beyaz merkezde ilerledikge yesil
ve kenarlarra dogru tekrar sefaf katmanl bir gelisim gozlenmistir. Miselyum gelisimi;

hafif, yiizeysel, yer yer pamuksu ve diizensizdir.
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Sekil 39 Trichoderma harzianum 'un PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 517 bp uzunlugundadir.
>FBL35

GCCGCGCTCCCGATGCGAGTGTGCAAACTACTGCGCAGGAGAGGCTGCGGCGAG
ACCGCCACTGTATTTCGGAGACGGCCACCGCCAAGAGGCAGGGCCGATCCCCAA
CGCCGACCCCCCGGAGGGGTTCGAGGGTTGAAATGACGCTCGGACAGGCATGCC
CGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAA
TTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAAC
CAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTCGAAACGCCTACGAGAGGC
GCCGAGAAGGCTCAGATTATAAAAAACCCGCGAGGGGGTATACAAAAAGAGTT
TTGGTTGGTCCTCCGGCGGGCGCCTTGGTCCGGGGCTGCGACGCACCCGGGGCA
GAGATCCCGCCGAGGCAACAGTTTGGTAACGTTCACATTGGGTTTGGGAGTTGT
AAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCA

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Trichoderma harzianum tiiriine ait NR_174890.1 no’lu izolat ile
%100 benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen
bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda, Trichoderma harzianum tiiriine ait

LT707601.1 no’lu izolat ile %98 benzerlik gdstermektedir.
Trichoderma lixii (Pat.) P. Chaverri, 2015

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmistir. PL-MEA besiyerinde

gelisim gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL40 izolati incelendiginde,
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koloni koyu gri ve beyaz olarak goriilmiistiir. Miselyum gelisimi; hafif, yiizeysel ve
diizensizdir (Sekil 40).

Sekil 40 Trichoderma lixii’nin PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 526 bp uzunlugundadir.
>FBL40

TGGACGCGCCGCGCTCCCGATGCGAGTGTGCAAACTACTGCGCAGGAGAGGCTG
CGGCGAGACCGCCACTGTATTTCGGAGACGGCCACCGCCAAGAGGCAGGGCCG
ATCCCCAACGCCGACCCCCCGGAGGGGTTCGAGGGTTGAAATGACGCTCGGACA
GGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGAT
TCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
GCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTCGAAACGCCTAC
GAGAGGCGCCGAGAAGGCTCAGATTATAAAAAACCCGCGAGGGGGTATACAAA
AAGAGTTTTGGTTGGTCCTCCGGCGGGCGCCTTGGTCCGGGGCTGCGACGCACC
CGGGGCAGAGATCCCGCCGAGGCAACAGTTTGGTAACGTTCACATTGGGTTTGG
AAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAA

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Trichoderma lixii tiirtine ait NR_131264.1 no’lu izolat ile %99
benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki
diger dizilerle karsilastirildiginda, Trichoderma lixii tiirline ait MN233629.1 no’lu

izolat ile %98 benzerlik gostermektedir.
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92 NG 069091.1 Trichoderma lixii
s AF443920.1 Trichoderma lixii
NR 131264.1 Trichoderma lixii
FBL40
PP620780.1 Trichoderma anaharzianum
0Q940292.1 Trichoderma anaharzianum

79 { NR 174890.1 Trichoderma anaharzianum
89 FBL35
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Sekil 41 Hypocreaceae familyasina ait izolatlarin gen bankasinda yer alan diger izolatlar ile
karsilagtirilmasinin Neighbor-Joining agaci gdsterimi

Cladosporium endophyticum Tibpromma & K.D. Hyde, 2018
Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmistir. Tiim besiyerlerinde gelisim

gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL52 izolati incelendiginde, koloni

rengi yesil renkte olup, petrinin ilerleyen kisimlarinda koyulagsmaktadir. Miselyum

gelisimi; diiz ve ylizeyseldir (Sekil 42).

Sekil 42 Cladosporium endophyticum’un PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 476 bp uzunlugundadir.
>FBL52

GACTCTGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGCCTCCGGGCGGGGGCCCCGGGTGGACA
TTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGCAGTCTGAGTAAATTTAATTAATAAATTAAAA
CTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACA
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TTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTC

AAGCCTCGCTTGGTATTGGGCGACGCGGTCCGCCGCGCGCCTCAAATCGACCGG

CTGGGTCTTTCGTCCCCTCAGCGTTGTGGAAACTATTCGCTAAAGGGTGCCGCGG
GAGGCCACGCCGTAAAACAACCCCATTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
GATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGGCGGAGGAAG

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Cladosporium endophyticum tiiriine ait NR_158360.1 no’lu izolat
ile %99 benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen
bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda, Cladosporium endophyticum tiiriine
ait OR584064.1 no’lu izolat ile %99 benzerlik gostermektedir.

Cladosporium colombia K. Schub. & Crous, 2009

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmistir. Tiim besiyerlerinde gelisim
gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL32 izolat1 incelendiginde, koloni
rengi kahverengi-yesil renkte olup, petrinin ilerleyen kisimlarinda siyah halka

olusturmaktadir.  Miselyum  gelisimi; diiz ve yiizeyseldir (Sekil 43).

Sekil 43 Cladosporium colombia’mn PDA besiyerindeki geligimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 475 bp uzunlugundadir.
>FBL32

TCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGCCTTCGGGC
GGGGGCTCCGGGTGGACACTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGCAGTCTGAGTAAA
CTTAATTAATAAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
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AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCG
AGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCAACGCGGTCCGCCGCG
TGCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTGTGGAAACTATTC
GCTAAAGGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTTCTAAGGTTGA
CCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCAT

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
kargilastirildiginda, Cladosporium colombia tiiriine ait NR_119729.1 no’lu izolat ile
%99 benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen
bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda, Cladosporium colombia tiiriine ait
FJ936159.1 no’lu izolat ile %97 benzerlik gostermektedir.

89 NR 158360.1 Cladosporium endophyticum
472,—: Fois

OR673628.1 Cladosporium endophyticum
OR584064.1 Cladosporium endophyticum
NR 119729.1 Cladosporium colombiae
77 FBL32

91 NG 069779.1 Cladosporium colombiae
MH861262.1 Cladosporium colombiae

Sekil 44 Cladosporiaceae familyasina ait izolatlarin gen bankasinda yer alan diger izolatlar ile
karsilagtirilmasinin Neighbor-Joining agaci gosterimi

Pseudopezicula sp.1

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmistir. PL-MEA ve WA
besiyerlerinde gelisim gostermistir. (Sekil 35). PDA besiyerinde gelisimi verilen
FBL14 izolat1 incelendiginde, koloni rengi merkez ve yakin ¢evresinde soft turuncu
renkte ve petrinin kenarlarmna ilerleyen kisimlarinda yavruagz renkte goriilmiistiir.

Miselyum gelisimi; hafif yiizeysel, yer yer piiriizli yer yer diizdiir (Sekil 45).
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Sekil 45 Pseudopezicula sp.1’in PDA besiyerindeki geligimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 428 bp uzunlugundadir.
>FBL14

CGGGTAGATCTCCCACCCAATTGAATATTATACCTTAGTTGCTTTGGCAGGCCGG
GGCAACCCCCGGGGCTTCGGCCTTGGTGTGCCTGCCAGAGGAAACAAACTCTGT
TTTTAGTGATGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCT
TTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGCGATGGAAGTAATGTGAATTTTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGTGGTATTCCGCGG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCATCAAGCATTCGGCTTGGTCTTGGG
GCCTGCGATTCCGCATAGCCTCTAAACCCAGTGGAATCGGTGCCTCCGAGCTCTG
AGCGTAGTAATTCTTCTCGCTATAGGGTCTCGGTGGTGTCTTGCCAGTACCCAAT
TTTGGATTTACGTTGACCTCGGACAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATA
CTTCAATAAGCGGAGGA

Elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda, Pseudopezicula
sp. tiiriine ait PP447733.1 no’lu izolat ile %99 benzerlik gostermektedir.

Pseudopezicula tetraspora Korf, R.C. Pearson & W.Y. Zhuang, 1986

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmigtir. WA besiyeri hari¢ diger 3
besiyerinde gelisim gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL45 izolati

incelendiginde, koloni rengi merkez ve yakin ¢evresinde soft sar1 renkte ve petrinin
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kenarlarina ilerleyen kisimlarinda canli,parlak sar1 renkte goriilmiistiir. Miselyum

gelisimi; ylizeysel, kenarlarda piiriizlii ve pamuklu merkezde ise diizdiir (Sekil 46).

Sekil 46 Pseudopezicula tetraspora’nin PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 462 bp uzunlugundadir.
>FBL45

GCCCCGGAGACACCGCGGGCTCGGGCCTGCGCGCGCCTGCCGGAGGAAGCAAA
CTCTGTCTCTAGCGATGTCTGAGTACTATACAATAGTTAAAACTTTCAACAACGG
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTG
AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGTGGT
ATTCCGCGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCATCAAGCCCCGGCTTG
GTCTTGGGGCCTGCGACTCCGCAGCCCCTAAACCCAGTGGCGGTGCCCCCGAGC
TCTGAGCGTAGTAATTCTTCTCGCTACAGGGCCCCGGTGGTGTCTTGCCAGCAAC
CCCCCCCCCATTCTATACAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAA
CTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAACTTCTCGCTACAGGGCCTCGGCGGTGTC
TTGCCAGCAACCCCCAGCTTTTACCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACC
CGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGG

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Pseudopezicula tetraspora tiiriine ait NR_164096.1 no’lu izolat
ile %98 benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen
bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda, Pseudopezicula tetraspora tiiriine ait
MG385670.1 no’lu izolat ile %98 benzerlik gdstermektedir.
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Pseudopezicula tracheiphila (Miill.-Thurg.) Korf & W.Y. Zhuang, 1986

Bu fungusa sadece yaprakta rastlanmistir. Yanlizca PDA besiyerinde gelisim
gostermistir PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL49 izolati incelendiginde, koloni
rengi merkezde sar1 renkte ve petrinin kenarlarina ilerleyen kisimlarda sefaf-soft

sarimtrak renkte goriilmiistiir. Miselyum gelisimi; yiizeysel ve piirtizliidiir (Sekil 47).

Sekil 47 Pseudopezicula tracheiphila’nin PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 429 bp uzunlugundadir.
>FBL49

GCCCTGTAGCGAGAAGAATTACTACGCTCAGAGCTCGGGGGCACCGCCACTGGG
TTTAGGGGCTGCGGAGTCGCAGGCCCCAAGACCAAGCCGGGGCTTGATGGGTTG
AAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCGCGGAATACCACGGGGCGCAATGTGCGT
TCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCG
CTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTA
TTGTATAGTACTCAAACATCACTAGAGACAGAGTTTGCTTCCTCCGGCAGGCGC
GCGCAGGCCCGAGCCCGCGGTGTCACCACGGCCTGCCAAAGCAACTAAGGTATG
GTATTCAAGGGTGGGAGATCTACCCGTGAGGGCATGAACTCTGTAATGA

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Pseudopezicula tracheiphila tiiriine ait NR_170833.1 no’lu izolat
ile %100 benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen
bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda, Pseudopezicula tracheiphila tiiriine
ait MT373374.1 no’lu izolat ile %99 benzerlik gostermektedir.

77



96 FBL45
478,—': MG385670.1 Pseudopezicula tetraspora

NR 164096.1 Pseudopezicula tetraspora

86 ———— PP447733.1 Pseudopezicula sp
L rBL14

MH855002.1 Pseudopezicula tracheiphila
87 NR 170833.1 Pseudopezicula tracheiphila

91 FBL49
4‘—93‘: MT373375.1 Pseudopezicula tracheiphila
MT373374.1 Pseudopezicula tracheiphila

Sekil 48 Discinellaceae familyasina ait izolatlarin gen bankasinda yer alan diger izolatlar ile
karsilastirilmasinin Neighbor-Joining agact gosterimi

Muyocopron sp.1

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmistir. PDA hari¢ diger 3
besiyerinde gelisim gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL42 izolati
incelendiginde, koloni rengi merkez ve yakin gevresinde sarimtirak beyaz renkte ve

petrinin kenarlarina ilerleyen kisimlarda soft bej renkte goriilmistir. Miselyum

gelisimi; ylizeysel ve diizdiir (Sekil 49).

Sekil 49 Muyocopron sp.1’in PDA besiyerindeki gelisimi
ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 577 bp uzunlugundadir.
>FBL42

GGCGTCAGACCACTGCGTATGAAGCTCTTAGTTGCCTTCCGGCCAGGGTGCGGT
AGACCCGGGGATTCTCCTCGCCAGCTCTAATCGGAGAGCGGGAGGCCTTGGCCC
GGGACTACAAGCGCATGTTTGCCGGAGGGTTGCTAGCACCTAGGACTTTGTTTCC
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CTCGCGGGGTACCCCCCCGCGACGGGACGCTACCAAACCTTAACTTTATTAAGA
TGGCATCGTCTAAACCAAAAATATAAAAGTACAACTTTCAACAATGGACTCCGG
CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTGTGAATTGCAGATTTCAGTGA
ATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCTCTTGGTATTCCTCGAGGCATGCCT
GTTCGAGCGTCGTTTCGAAGCGCAAGCTTGGTGTTGGGGATCGCCCCTGAAATA
CGGCGGCGGCCCTTAAATGCATCGGCGGTGTTGGTACCCAACCCGGAGCGCAGC
AGACATGCTTGCCGCTTACCCCGCCGGACAACGACGAGACTTTTACGTGTCGAA
ACCTCGAATCAGGTAAGGATACCCGCTGAACTTAA

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Muyocopron sp. tiirtine ait PP313039.1 no’lu izolat ile %99
benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki
diger dizilerle karsilastirildiginda, Muyocopron sp. tiiriine ait NG _070118.1 no’lu

izolat ile %97 benzerlik gostermektedir.

69 | OR944932_1 Muyocopron sp.
69 ‘ PP313039.1 Muyocopron sp.
FBL42
MWO063195.1 Muyocopron celtidis

Sekil 50 Muyocopronaceae familyasina ait izolatlarin gen bankasinda yer alan diger izolatlar
ile karsilastirilmasimin Neighbor-Joining agaci gosterimi

Neocucurbitaria cava (Schulzer) Valenz.-Lopez, Crous, Stchigel, Guarro & J.F.
Cano, 2017

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmistir. PDA ve PCA besiyerlerinde
gelisim gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL22 izolati incelendiginde,
koloni rengi koyu gri olup haki yesili bir halka ile ¢evrelendigi goriilmiistiir. Miselyum
gelisimi; ylizeysel, pliriizli ve diizglindiir (Sekil 51).
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Sekil 51 Neocucurbitaria cava’nin PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 410 bp uzunlugundadir.

>FBL22

AGAGGCGCAAATTGTGCTGCGCTCCCAGACTAGTACGCCGGCTGCCAATTGCTT
TAAGGCGAGTCCACGCACAAAGCGGGACAAACACCCAACACCAAGCAGAGCTT
GAAGATACAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCATGGAATACCAAGGGGCGC
AATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACACTACTTTT
CGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAG
TTGTAACTATTATGTTTTTCTGACGCTGATTGCAATTACAAGAGGTTAAGTGGTG
TCCTATTGGTAGGCAAAGCCTACCAAGGAAACAAATGGTACTCAAAAGACAAG
GGTTTCAGACAGGGACCGAAGTCCCCCGAAAT

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Neocucurbitaria cava tiiriine ait NR_160112.1 no’lu izolat ile
%100 benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen
bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda, Neocucurbitaria cava tiiriine ait
NR_160112.1 no’lu izolat ile %97 benzerlik gostermektedir.
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{ NR 160112.1 Neocucurbitaria cava
” FBL22

MH862993.1 Neocucurbitaria cava
MH857213.1 Neocucurbitaria cava
MT813892.1 Neocucurbitaria cava
KY367517.2 Neocucurbitaria cava
KR909135.1 Neocucurbitaria cava
NR 156357.1 Neocucurbitaria cisticola
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Sekil 52 Cucurbitariaceae familyasina ait izolatlarin gen bankasinda yer alan diger izolatlar
ile karsilastirilmasinin Neighbor-Joining agaci gosterimi

Sphaerulina rhododendricola Crous & Cheew., 2013

Bu fungusa hem yaprak hemde sapta rastlanmigtir. WA besiyeri hari¢ diger 3
besiyerinde gelisim gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL44 izolati
incelendiginde, koloni rengi merkezde siyah, yakin g¢evresinde bej ve siyah ¢izgili

olarak goriilmiistiir. Piiriizsiiz, parlak ve kenarlara dogru diizensiz halkalidir.

Miselyum gelisimi; yilizeysel, piiriizlii ve kompaktir (Sekil 53).

Sekil 53 Sphaerulina rhododendricola’nin PDA besiyerindeki gelisimi
ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 406 bp uzunlugundadir.
>FBL44

GAGGCCTTCAAACACTGCATCTTTGCGTCGGAGTTTAAGTAAATTTAAACAAAA
CTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACA
TTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTC
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AAGCCTGGCTTGGTATTGGGCGCCGCGGTGTTCCGCGCGCCTCGAAGTCTCCGG
CTGAGCTGTCCGTCTCCAAGCGTTGTGATTTCATTAATCGCTTCGGGGTGCGGGC
GGCCGCGGCCGTTAAATCTTTCACAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACC
CGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGC

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Sphaerulina rhododendricola tiriine ait NR_137839.1 no’lu izolat
ile %98 benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bdlgesinden elde edilen dizi gen
bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda, Sphaerulina rhododendricola tiiriine
ait NG_069184.1 no’lu izolat ile %98 benzerlik gostermektedir.

41%': MR 137839 1 Sphaerulina rhododendricola
82 FBL44

LC163514 .1 Sphaerulina rhododendricola
KF777187.1 Sphaerulina rhododendricola
NG 069184.1 Sphaerulina rhododendricola
KF779493 1 Sphaerulina rhododendricola
MH865028.1 Sphaerulina betulae
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Sekil 54 Mycosphaerellaceae familyasina ait izolatlarin gen bankasinda yer alan diger izolatlar
ile karsilastirilmasinin Neighbor-Joining agaci gosterimi

Constantinomyces macerans Hoog & Onofri, 2014
Bu fungusa sadece sapta rastlanmistir. PDA ve PCA besiyerlerinde gelisim

gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL47 izolat1 incelendiginde, koloni

rengi yogun siyahtir. Miselyum gelisimi; piiriizlii, pamuksu ve yogundur (Sekil 55).

Sekil 55 Constantinomyces macerans’in PDA besiyerindeki gelisimi
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ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 467 bp uzunlugundadir.
>FBLA47

CATTACCGAGCGAGGGCCCCCGGGCCCGACTCAACCCCAATGTTGCCCGACACT
GTTGCCTCGGGGGACCCGGCCCTCCGGCGCCGGGGCCCCCGGTGGACCGTCAAA
CACTGCATCTGTGCGTCCGAGTCAAATGATAAATCAATCAAAACTTTCAACAAC
GGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAAATGCGAAATGCGATAAGTA
ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCT
CTGGTAATATCCGGGGGGCATGCCTGTTCCGAGCGTCATTTCACCACTCCAGCCT
GGCGGCTGGGTATTGGGCGTCGCCGCGTGGCGCGCCCCAATGTCTCCGGCTGAG
CCGTCCGTCTCAAAGCGTTGTGGCAACTCAATCCGCTTGTGGGCGCGTCGGTTCG
ACGCCGATTTAAACCTATCTACAAGGTTGACC

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Constantinomyces macerans tiirtine ait NR_164011.1 no’lu izolat
ile %100 benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen
bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda, Constantinomyces macerans tiiriine
ait NR_164011.1 no’lu izolat ile %99 benzerlik gostermektedir.

83 | NR 164011.1 Constantinomyces macerans
' FBL47

T AYB43138.1 Constantinomyces macerans

80 | AY843266 1 Constantinomyces macerans

NR 159758 1 Constantinomyces oldenburgensis

Sekil 56 Meruliaceae familyasina ait izolatlarin gen bankasinda yer alan diger izolatlar
ile karsilagtirilmasinin Neighbor-Joining agaci gosterimi

Aequabiliella effusa (Damm & Crous) Crous, 2015

Bu fungusa sadece sapta rastlanmistir. Yalnizca PL-MEA besiyerinde gelisim
gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL58 izolat1 incelendiginde, koloni
rengi merkezde ve yakin ¢evresinde grimtirak soft yesil kebarlara dogru ise siyaha
yakin koyu yesil olarak goriilmistiir. Piirtizsiiz, parlak ve diizdiin bir yuvarlak

seklindedir. Miselyum gelisimi; yiizeysel, piiriizsiiz ve kompaktir (Sekil 57).
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Sekil 57 Aequabiliella effusa’min PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 510 bp uzunlugundadir.
>FBL58

CATTACCGAGCGAGGGCCCTTGGGCCCGACCTCTCAACCCCATGTTGCCCGACA
CTGTTGCCTCGGGGGCGACCCGGCCCTCCGGCGCCGGGGCCCCCGGTGGACCGT
CAAACACTGCATCTGTGCGTCCGAAAGTCAAATGATAAATTCCAATCAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AAGTATGAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACA
TTGCGCCCTCTGGTATTCCGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCAAACTCCA
GCCTGGCTGGGTATTGGGCGTCGCCGCGTCGGCGCGCCCCAATGTCTCCGGCTG

AGCCCGTCCGTCTCAAAGCGTTGTGGCAACTCAATCCGCTTGTGGGACGCGTCG

GTTCGACGGCCGTTAAACCTATCTACAAGGTTGACC

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, Aequabiliella effusa tiiriine ait NR_132005.1 no’lu izolat ile %99
benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki
diger dizilerle karsilastirildiginda, Aequabiliella effusa tiiriine ait KR260451.1 no’lu

izolat ile %98 benzerlik gostermektedir.
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79 NR 132005.1 Aequabiliella effusa
A1 MK801313.1 Aequabiliella effusa
FBL58
PP069857.1 Aequabiliella effusa
KX586145.1 Aequabiliella effusa
PP217727.1 Aequabiliella effusa
NR 171828.1 Aequabiliella palatina
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Sekil 58 Cyphellaceae familyasina ait izolatlarin gen bankasinda yer alan diger izolatlar ile
karsilastirilmasinin Neighbor-Joining agaci gdsterimi

Gnomoniopsis idaeicola (P. Karst.) D.M. Walker 2010

Bu fungusa sadece yaprakta rastlanmistir. Yalnizca WA besiyerinde gelisim
gostermistir. PDA Dbesiyerinde gelisimi verilen FBL19 izolat1 incelendiginde, koloni

rengi merkezde kirli beyaz kenarlara dogru ve beyaz renklidir. Misel gelisimi,

merkezde dallanmis ve yogun hiflerden olusurken kenarlarda ise piiriizlii ve

yiizeyseldir (Sekil 59).

Sekil 59 Gnomoniopsis idaeicola’nin PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 535 bp uzunlugundadir.
>FBL19

GAATTCTTCTCTATTGTTGCCTCGGCACAGACTGGCTTCCTACGAAGTCCCCTAT
TTTTCTTCTCTTCGGAGAGGATAAGGGAGCAGGTCGGCCGGTGGCCCACTATAA
ACTCTTTGTTTTTACTATGTATCTTCTGAGTAAACAACTATAAATGAATCAAAAC
TTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG

85



ATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCGCTGGTATTCCAGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCA
AAACCTCGGTTTTGGTGTTGGAGGACTACGCTGCTCACCCAGCGTAGCCTCTGAA
ATACAGTGGCGGGCTCGCTAGAATTTTGAGCGTAGTAATTTATACCTCGTTTGTA
AAGACTAGCGGTGTCTCTTGCCGTAAAACCCCCCAACTTTCTGAAAATTGACCTC
GGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAG

ITS bolgesinden elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle
kargilastirildiginda, Gnomoniopsis idaeicola tiiriine ait NR_166025.1 no’lu izolat ile
%99 benzerlik gostermektedir. Beta tubulin bolgesinden elde edilen dizi gen
bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda, Gnomoniopsis idaeicola tiiriine ait
0Q991913.1n0’lu izolat ile %99 benzerlik gostermektedir.

41@:': MR 166025.1 Gnomoniopsis idaeicola
71

PP156746.1 Gnomoniopsis idaeicola

FBL19

KC 1458721 Gnomoniopsis idaeicola

MHB863621.1 Gnomoniopsis idaeicola

NR 166017.1 Gnomoniopsis macounii

59

Sekil 60 Glomerellaceae familyasina ait izolatlarin gen bankasinda yer alan diger izolatlar ile
karsilagtirilmasinin Neighbor-Joining agaci gdsterimi

Tanimlanamayan Tiir (Unknown type)

Bu fungusa yaprakta ve sapta rastlanmistir. PDA ve PCA besiyerlerinde
gelisim gostermistir. PDA besiyerinde gelisimi verilen FBL9 izolat1 incelendiginde,
koloni krem rengidir yer yer parlak beyaz ge¢islidir. Misel gelisimi, yogun hifli ve
piiriizliidiir (Sekil 61).
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Sekil 61 Tammlanamayan Tiirlin PDA besiyerindeki gelisimi

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 394 bp uzunlugundadir.
>FBL9

AAACACTTTTGAATCAATGTCATCTGTCTGATAATGTTTATAACAAACGTTAAAA
CTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACA
TTGCGCCTCCTGGTATTCCGGGAGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTAAAACCTCC
TCAAGCTCTTTTGCTTGGTATTGGAAGAAGAGGCCGCTTGTCGGTCTCCCTTTCG
AAATGCAATGGCAGATTGCCTCATGTGCCCTGGCGTAATAAGATTTATCTTTCGC
TTGTGCATTGAGACGATCCCGCCGCAAACCCCCAATTTTTTCTGGTTGACCTCGG
ATCAGGTAGG

ITS bolgesinden elde edilen diziler gen bankasindaki diger dizilerle
karsilastirildiginda, FBL 9 herhangi bir dizi ile benzerlik gostermemektedir.
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5.2 Istatistik Calismalar:

5.2.1 Mekansal ¢esitlilik analizi

Ornek alanlardan alman veriler incelendiginde en baskin olan tiirler frekans
degerleri 10 olan FBL7, FBL23 ve FBL56’dir. Bunlar1 9 frekans degeri ile FBLO,
FBL11 ve FBL32 takip etmektedir.

Shannon ve Simpson alfa ¢esitlilik degerleri hesaplanmistir. Hem Shannon hem de
Simpson i¢in gesitliligi en yiiksek alanlar F ve F2, en diisiik oldugu alanlar ise F3 ve
K1°dir (Tablo 7).

Tiir Birey
Plot Simpson Shannon  zenginligi (S) sayisi (N)
F 0.9407 2.8450 18 55
F1 0.9207 2.6660 16 41
F2 0.9387 2.8270 17 44
F3 0.8892 2.3920 13 48
F4 0.8596 2.1980 11 39
M 0.9023 2.3800 12 67
D 0.8913 2.4010 12 24
U 0.9106 2.5280 14 59
K1 0.8499 2.2450 13 52
K2 0.9164 2.6400 17 70

Tablo 7 Mekansal ¢esitlilik analizi verileri

Birey sayisi en fazla olan toplum K2 dir. Ancak F, F1 ve F2 alanlarinin
cesitlilikleri daha yiiksektir. Ornegin F2 ve K2 alanlarmin tiir zenginlikleri esit ancak
birey sayilar1 bakimindan K2 daha zengindir. Fakat F2’nin Shannon ve Simpson
cesitlilik degerleri daha yiiksektir (Sekil 62). Tiir zenginligi ve birey sayisi en diisiik
olan toplum D’dir. Haliyle Shannon ve Simpson cesitlilik degerleri diistik ¢cikmustir.
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Ancak bunu aksine Chao-1 g¢esitlilik indeksi hesaplandigindan sonu¢ degismektedir
(Sekil 62).

80
70 67
60 59

55
50 48 46.50

44
41
40 62 39
56
30
24
" 66
? 16 J -96 14014.08
13 16 12 :

0

F F1 F2 F3 U

mS mBirey sayis1 ® Chao-1

Sekil 62 Mekansal cesitlilik analizi grafigi

5.2.2 Bireysel gesitlilik analizi

Ornek alanlarda farkli agaglara (T1 ve T2) ait dl¢iimlerden elde edilen degerler
itibariyle kiyaslama yapabilmek i¢in beta ¢esitliliginden faydalanilmistir. Genel olarak
iki toplum arasindaki farklilik i¢in beta cesitliligi ifadesi kullanilmaktadir. Beta
cesitliligi canli toplumlarinin kendilerine 6zgii durumlarina atfedilmektedir. Diger bir
ifade ile en az iki toplumun birbirine benzerligi disinda kalan fark beta gesitliligine

karsilik gelmektedir.
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Sekil 63 Shannon entropisine dayali evrensel beta ¢esitliligi sonuclari

Yukaridaki sekilden goriildiigli iizere beta cesitlilik degeri en yiliksek olan
toplum D’dir. Bu durum D toplumunda farkli agaglar arasinda yapilan dl¢iimlere gore
benzemezligin fazla oldugunu gostermektedir. Baska bir ifade ile yukaridaki sekil ayni
ornek alanda farkli agaglarda tespit edilen izolat tiirlerinin farkliliklarini

gostermektedir. Bu agidan da D toplumu digerlerine kiyasla 6ne ¢ikmaktadir (Sekil
63).
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Sekil 64 Izolatlarin D toplumunda beta gesitliligine katki oranlari

Buna gore D toplumunda beta c¢esitliligine en fazla katki yapan izolatlar FBL7
ve FBL28dir (Sekil 64). Ancak tim toplumlar beraber degerlendirildiginde toplam
beta cesitlilige en fazla katki yapan izolatlar FBL7, FBL11, FBL23 ve FBL28’dir
(Sekil 65).
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Sekil 65 Tiim toplumlar i¢in beta gesitliligine en fazla katki yapan tiirler
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5.2.3 Yonelimsel cesitlilik analizi

Izolat sayis1 bakimindan kuzeyde 260 giineyde ise 239 birey tespit edilmistir.
Shannon ve Simpson alfa tiir ¢esitlilikleri bakimindan giineyde ¢esitlilik degerleri daha
yiiksektir. Chao-1 indisi bakimindan ise kuzeyde daha yiiksek deger elde edilmistir
(Tablo7).

Sonuc¢lar K G
Shannon 2.80656 2.82401
Simpson 0.91751 0.91879
Chao-1 37.2 33.1

S 30 31

N 260 239

Tablo 8 Yonelimsel alfa gesitlilik degerleri

Bunun diginda FBL15, FBL19, FBL44, FBL47, FBL51, FBL53 ve FBL58
izolatlar1 sadece kuzeydeki 6rnek alanlarda, FBLS, FBL12, FBL26, FBL29, FBL35,
FBL39, FBL40 ve FBLA43 izolatlar1 ise sadece giineydeki ornek alanlarda tespit

edilmistir. Geri kalan 23 izolat ise ortak olarak hem kuzeyde hem de giineyde tespit
edilmistir (Tablo 8).

Doku tipine bagh cesitlilik analizi

Yaprak ve sap icin elde edilen sonuglara gore yaprakta toplam 34, sapta ise 31
farkl tiir tespit edilmistir. Diger yandan yaprak i¢in gozlenen tiir sayist 264, sap i¢in
gbzlenen tiir sayisi ise 235°tir. Yaprak i¢in elde edilen sonuglar Shannon, Simpson ve
Chaol ¢esitlilik indeksleri bakimindan sapa gore daha yiiksek degerler ortaya
koymustur (Tablo 9).
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Sonuglar L P
Shannon  2.86113 2.79804
Simpson  0.92284 0.91278

Chaol 49.6 42
S 34 31
N 264 235

Tablo 9 Yaprak ve sap i¢in elde edilen alfa tiir ¢esitliligi degerleri

Tiirlerin benzemezlikleri incelendiginde 27 tiiriin yaprak ve sap igin ortak
oldugu goriilmiistiir. Buna karsin FBLS, FBL15, FBL19, FBL39, FBL43, FBL49 ve
FBL5S5 tiirlerinin sadece yaprakta, FBL47, FBL51, FBL53 ve FBL5S tiirlerinin ise

sadece sapta goriildiigii tespit edilmistir.

5.2.4 Doku bélgelerine gore ¢esitlilik analizi: yaprak (lamina)

Yaprak kisimlari i¢in alfa ¢esitlilik hesabr sonuglaria gore tiir zenginliginin(S)
en fazla oldugu kisim 23 ile L1 en az oldugu kisim ise 18 ile L2 ve L4’tiir. Birey say1s1
bakimindan ise en yiiksek degere sahip kisim L2 en diisiik ise L4’tiir. Shannon
cesitlilikleri bakimindan yiiksekten diigiige dogru sirastyla L1, L4, L3 ve L2 ile
Simpson igin ise L4, L1, L3 ve L2 seklinde siralanmistir. Bu degerler itibariyle
Shannon ve Simpson ¢esitlilik degerleri benzerlik gdstermektedir. Chaol indisine gore
ise en yiiksek degere sahip kistm L1 iken bunu sirasiyla L3, L2 ve L4 takip etmektedir.
Bu sonuglar Shannon ve Simpson sonuclari ile nispeten farklilik gostermektedir

(Tablo 10).

Sonuglar L1 L2 L3 L4

S 23 18 21 18

N 66 95 61 42
Shannon 2.75284 2.58479 2.68642 2.70886
Simpson 0.91506 0.9128 0.91373 0.9229
Chaol 36.2 25.5 34.75 21.5
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Tablo 10 Yaprak kisimlar1 igin elde edilen alfa gesitlilik degerleri

Diger yandan yaprak kisimlarini alt 6rnek alan olarak degerlendirilerek beta
cesitliligi hesaplanmustir. Bu sonuglar itibariyle beta cesitliligine katki yapan 6rnek
alanlar katki oranlarina gore sirasiyla L4, L2, L1 ve L3 olarak tespit edilmistir. Ayrica
veriler incelendiginde FBL12, FBL14, FBL26, FBL35, FBL40, FBLA44 tiirleri L1 i¢in;
FBL29, FBL39 tiirleri L2 i¢in; FBLS, FBL19, FBL43 tiirleri L3 i¢in ve FBL15,FBL22

tiirleri L4 igin spesifik oldugu goriilmiistiir.

5.2.5 Doku bolgelerine gore cesitlilik analizi: sap (petiol)

Sap kisimlar igin alfa gesitlilik hesab1 sonuglarina gore tiir zenginliginin(S) en
fazla oldugu kisim 20 ile P4, en az oldugu kisim ise 15 ile P2’dir. Birey sayisi
bakimindan ise en yiiksek degere sahip kisim P1 en diistik ise P3’tiir. Shannon
cesitlilikleri bakimindan yiiksekten diisiige dogru sirasiyla P4, P3, P2 ve Plolarak,
Simpson i¢in ise P4, P2, P3 ve Pl seklinde siralanmistir. Bu degerler itibariyle
Shannon ve Simpson ¢esitlilik degerleri benzerlik gostermektedir. Chaol indisine gore
ise en yliksek degere sahip kisim P4 iken bunu sirasiyla P1, P3 ve P2 takip etmektedir
(Tablol1l).

Sonuglar P1 P2 P3 P4

S 17 15 16 20

N 81 47 42 65
Shannon 2.38119 2.49045 2.51204 2.59876
Simpson 0.88279 0.90358 0.90023 0.90083
Chaol 24 20 21.25 42.5

Tablo 11 Sap kisimlart igin elde edilen alfa gesitlilik degerleri

Diger yandan yaprak kisimlar1 i¢in oldugu gibi sap kisimlari da alt 6rnek alan
olarak degerlendirilerek Shannon entropisine dayali beta ¢esitlilikleri hesaplanmustir.
Bu sonuglar itibariyle beta ¢esitliligine katk1 yapan 6rnek alanlar katki oranlarina gore
sirastyla P4, P1, P2 ve P3 olarak tespit edilmistir. Ayrica veriler incelendiginde FBL9,
FBL12, FBL13, FBL22, FBL27, FBL5S tiirleri P4 i¢in; FBL51, FBL53 tiirleri P3 i¢in;
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FBL26, FBL42 tiirleri P2 i¢in ve FBL29, FBL35, FBL40, FBL50 tiirleri P1 i¢in
spesifik oldugu goriilmiistiir.

5.2.6 Besiyerine bagh cesitlilik analizi

Besiyerlerine bagl gesitlilik analizi verileri incelendiginde, gesitlilik degerleri
PL-MEA, PDA, PCA ve WA seklinde siralanirken, birey sayisina gore ise en yiiksek
degere sahip ekim yeri PCA olarak tespit edilmis, bunu da sirasiyla PDA, PL-MEA ve
WA takip etmistir. Hem Shannon hem de Simpson i¢in ¢esitlilik degerleri biiyiikten
kiicige PL-MEA, PDA, PCA ve WA seklinde siralanmistir. Bu sonuglarin tiir
zenginligi degerleri ile paralel oldugu goriilmiistiir. Ancak Chaol indeksi bakimindan
en yiiksek degere sahip ekim yeri WA olarak tespit edilirken bunu sirasiyla PDA, PCA
ve PL-MEA takip etmistir (Tablo 12). Baz tiirler yanlizca bir ¢esit besiyerinde
gelismistir. Bunlar; FBL8, FBL43, FBLS5S5 yanlizca PCA besiyerinde FBL15, FBL35,
FBL39, FBL40, FBL53, FBL58 yanlizca PL-MEA besiyerinde FBL49, FBL51
yanlizca PDA besiyerinde ve FBL19 yanlizca WA besiyerinde gelismistir.

Sonuclar PDA PCA WA PL-MEA
S 25 23 18 27
N 123 146 112 118

Shannon  2.74855 2.63235 1.88984 2.82965
Simpson  0.91189 0.89914 0.74888 0.91396

Chaol 32 30 40.5 29.625

Tablo 12 Farkli besiyerlerine gore hesaplanan gesitlilik degerleri
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6. TARTISMA

Endofit fungus kolonileri ayni konukgu tiir tizerinde farkli iklim, mevsim ve
ortam sartlarinda degisiklik gosterebilmektedir (Wilson ve Carroll 1994; Caroll 1995;
Gamboa ve dig. 2002; Arnold ve Lutzoni 2007). Mikrobiom kompozisyonu; konukgu,
bitki siklig1, besin durumu, ¢evre kosullar1 ve dis mikrobiomlar (toprak funguslar1 ve
bakteriler) ile etkilesim gibi ¢ok sayida faktére bagli olup degisim her diizeyde
goriilmektedir. Ayn1 konukgu tiirde bulunan endofit fungus cesitliligi, farkli ortam
sartlarinda artabilir veya hicbir farklilik gostermeyebilir (Arnold ve Herre 2003;
Herrera ve dig. 2010). Cesitli ¢calismalar bitkinin endofit kolonizasyonlarinin sicaklik
artis1, karbondioksit artisi, azot birikimi, uzun siireli kuraklik gibi iklim degisikliginin

cesitli acilarindan da etkilendigini gostermistir (Kannadan ve Rudgers 2008).

Bu ¢alismada Arnold ve digerleri (2000) ¢alismasinin dnerilerini goz oniinde
bulundurarak, literatiirde yer alan diger calismalarin bulgular1 (Daisy ve dig. 2002; Li
ve dig. 2008; Suryanarayanan ve dig. 2012; Chen ve dig. 2021) dogrultusunda, agac
mikobiyotasinin konak tercihi ve mekansal yonlendirmesinin, morfo tiirlerin varligi
veya yoklugundan ziyade, goreceli kolonizasyon siklig1 ile daha iyi agiklanabilecegi

¢ikarimina varildi ve verilerimiz bu yaklasima gore analiz edildi.

Shannon,Simpson,alfa ¢esitliligi ve tiir zenginligi verilerine dayanarak,
mekansal, bireysel, yoOnelimsel, doku tipi, doku bdlgeleri ve besiyerine bagh

varyasyonu boyunca 6nemli istatistiksel farkliliklar gozlendi.

Morfolojik yapilar1 degisken olan funguslarin tiir teshisinde yalnizca
morfolojik o6zelliklere dayanmak, dogru sonuglar elde etmek i¢in yeterli
olmayabilmektedir. Bu nedenle, tiir teshisinin dogrulugunu artirmak ve kesinlestirmek
icin molekiiler analizlerin yapilmasi gerekebilmektedir. Molekiiler yontemlerdeki
gelismeler DNA barkodlama yoluyla tiir teshislerinin daha dogru tanimlamalarini
saglamistir (Verkley ve dig. 2013; Vu ve dig. 2019) Molekiiler teshislerde rDNA'nin
ITS1-5.8 S-ITS2 bolgesi, genellikle funguslarin genetik belirleme i¢in yaygin olarak
kabul edilen bir belirleyici isaretleyici olarak 6ne ¢ikmaktadir (Schoch ve dig. 2012).
Literatiirdeki baz1 kaynaklarca ITS bolgesinin tiir i¢i ve tiirler arasi ayrimlarda
genellikle yeterli oldugu bildirilmektedir (James ve dig. 2006). Ornegin, Diaporthe
(Phomopsis) cinsine ait ITS bolgesinin intra-jenerik ¢esitliligi yliksek bulunmus ve bu,
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%75 oraninda farkl tiirlerin (4 tiirden 3'ii) taninmasina olanak saglamistir. Bu yiiksek
tiir gesitliligi, daha dnceki arastirmalarla tutarli bir sekilde, Rhoden ve digerleri (2012)
ve Singh ve digerleri (2017) tarafindan da dogrulanmustir. Ancak, bazi fungus
gruplarinda ITS bolgesi yeterince varyasyon gostermeyebilmekte veya tiirler arasi
farklar1 net bir sekilde ortaya koyamayabimektedir (Koljalg dig. 2013). ITS dizilerinin
fungus tiirlerini ayirmada bazen yetersiz kaldigi, 6nceki calismalar tarafindan da rapor
edilmistir. Bu durum Griinig ve digerleri (2004), Harder ve digerleri (2013) ve Singh
ve digerleri (2017) gibi kaynaklarca da desteklenmektedir. Bu gibi durumlarda, ikinci
bir primer seti ile farkli bir gen bdlgesini teshisin dogrulugunu artirir ve genetik
cesitliligin daha iyi anlasilmasinmi saglamaktadir. Ornegin Translation Elongation
Factor 1-alpha (TEF1-a), RNA Polymerase II second largest subunit (RPB2) veya beta
tubulin (Bt2) gibi protein kodlayan gen bolgelerini hedeflemek, filogenetik analizlerde
ve tir tanimlamada daha kesin ve gilivenilir sonuclar elde edilmesine olanak
saglamaktadir (Stielow ve dig. 2015). Bunun yan1 sira GenBank'ta daha fazla fungus
tiiriine ait ITS dizilerine ihtiya¢ bulunmaktadir (Hawksworth ve Liicking 2017) ve bazi
dizilerin diistik kalitede oldugu gériilmektedir (Vu dig. 2016).

L. orientalis tirinde Ascomycotanin baskinliginin, daha o6nce yapilan
calismalarda diger bitki tiirlerindeki endofitik topluluklarla uyumlu oldugu
belirlenmistir (Bullington ve Larkin 2015; Singh ve dig. 2017). Bu ¢alismada,
herhangi bir Basidiomycota iiyesi izole edilememistir. Bu sonug L. orientalis agacinin

endofitik topluluklarinda Ascomycota'nin belirgin bir baskinligina isaret etmektedir.

Bu tez ¢alismasinda Diaporthaceae (FBL6- FBL11- FBL23- FBL29) familyasi
174 izolat (%34,86) ile en yaygin goriilen familya olup bu siray1 117 izolat (%23,44)
ile Pleosporaceae (FBL3- FBL7- FBL13- FBL39- FBL53- FBL56) familyas1 ve 111
(%22,24) izolat ile Botryosphaeriaceae familyas: takip etmektedir Ote yandan tiir
bazinda D. eres (FBL23- 75 izolat- %15,03) her alanda izole edilen en yaygin ve
baskin tiir iken ayni sekilde bu sirayr Phomopsis sp. (FBL6- 62 izolat- %12,42),
Alternaria sp.(FBL7- 56 izolat- %11,22),) takip etmektedir. D. eres, Phomopsis sp.,
Alternaria sp. her alanda elde edilen yaygin ve baskin tiirler oldugu goriilmiistiir. Bu
durumun sebebi bu tiirlerin genis konak spektrumu, yiiksek izolasyon frekansi,
ekolojik uyum yetenekleri, ve bitki sagligi iizerindeki etkileri ile agiklanabilmektedir.

Bu fungus tiirleri, bir¢ok farkli bitki tiirliyle simbiyotik iligski kurabilme yetenekleri
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sayesinde yaygin olarak bulunabilirler (Gomes ve dig. 2013). Ayrica, laboratuvar
ortaminda kolaylikla izole edilebilmeleri ve farkli ekolojik rolleri {istlenebilme
kapasiteleri, bu tiirlerin siklikla izole edilmesine katki saglamaktadir (Santos dig.
2011; Udayanga dig. 2011). Baz tiirlerin bitki sagligini olumlu ya da olumsuz yonde
etkileyebilmesi, bu funguslari endofit arastirmalarinda 6ne ¢ikan tiirler haline
getirmektedir (Hyde dig. 2020).

D. eres (Barta ve dig. 2022), Phomosis sp. (Gomes ve dig. 2013), Didymella
sp. (Gamboa ve Bayman 2001), ve A. niger (Kamble dig. 2012), Alternaria sp. (Kusari
ve dig. 2013), Penicillium sp. (Singh ve dig. 2017) gibi endofitler genis yaprakli diger

bitkilerin yapraklarinda da daha 6nce tespit edilmis ve 1y1 kurulmus endofitlerdir.

L. orientalis tiiriindeki Diaporthe tiirlerinin hakimiyeti, farkli agag tiirleri igin
yapilan diger calismalarda da bildirilmistir (Mekkamol 1998; Chareprasert ve dig.
2006; Verma ve dig. 2007; Wenzel ve dig. 2010). Bunun sebebi bu tiirlerin tutarli
endofitler olup muhtemelen genis yaprakl tiirler ile birlikte evrimlesmis olabilecegi
olabilir (Saikkonen ve dig. 2004; Singh ve dig. 2017). Ornegin, Barta ve dig. 2022
calismasina bakildiginda bu g¢alisma ile tutarh olarak yine Ascomycota tiirleri hakim
olurken en sik goriilenler Pleosporales (%44.17) familyasina aittir. Bu ¢alismada, bu
familya %23.44 en sik goriilen ikinci familyadir. Ayrica ¢alismamizda Muyocopron
sp., N. cava, C. macerans, A. effusa, G. idaeicola gibi nadiren bildirilen fungal
endofitlerinin varligi, Ornekleme ve izolasyon yontemlerinin farkli ve c¢esitli

olmasindan kaynaklanabilir.

Endofitik fungus topluluklarinin cografi konum ve g¢evre kosullarin yani sira
bitki tiirtine gérede degisebilir (Glynou ve dig. 2017; Huang 2020; Thangavel ve dig.
2022). Bu sebeple yeni fungal tiirlerin kesfi i¢in endemik bitki ve agac tiirlerinin fungal
mikrobiyotasinin arastirilmasi biiylik 6nem tagimaktadir. U’Ren ve dig. 2010 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada; farkli genis yaprakli agag tiirlerinde bulunan endofitik fungus
topluluklarinin, 6nemli dl¢lide farklilik gosterdigini ve her bir agag tiiriiniin benzersiz
bir fungus topluluguna ev sahipligi yaptigini ortaya koymaktadir. Suryanarayanan ve
digerleri (2011), tropik genis yaprakli agaglarin yapraklarinda yiiksek diizeyde endofit
fungus cesitliligi tespit etmis ve bu c¢esitliligin aga¢ tiirlerine gore degisiklik

gosterdigini belirtmistir. Bu giine kadar relikt endemik bir tiir olan L. orientalis fungal
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mikrobiyatasi iizerine higbir ¢alisma yapilmamis olup, bu ¢alismada Tiirkiyede ilk

niteligi tasimaktadir.

Zimmerman ve Vitousek 2012, Yokoya ve digerleri 2017 ile Fan 2023
yaptiklar1 ¢aligmalarla, endofit ¢esitliliginin habitat tipi ve cografi konum gibi farkl
cevresel faktorlere baglh olarak degisebilecegini gdstermistir. Ornegin Correia ve
digerleri 2017 yilinda Brezilya Atlantik Yagmur Ormanlari'ndan Begonya tiirleri
tizerinde yaptiklar1 aragtirmada, iki uzak bolgede, bir kita bolgesinde ve bir ada
bolgesinde fungal endofit topluluklarinin varligini vurgulamis ve cografi konuma bagh
olarak fungal cesitlilikteki degisiklik oldugunu gézlemlemistir. Tiirkiyenin Batisinda
yapilan bir ¢alismada ise Laurus nobilis’ teki fungal endofitler incelenmis ve bitkilerin
cografi konumunun fungal endofitlerin dagilimini etkiledigi sonucuna ulasilmistir
(Gore ve Bucak 2007). Cografi faktorlere daha yakindan incelendiginde endofitik
fungus cesitliliginin, yiikseklik gibi cevresel faktorlerden etkilenebildigi tespit
edilmistir (X ve dig. 2021). Cin'deki farkli rakimlarda Nicotiana tabacum iizerine
yapilan c¢alismada Yuan ve dig. (2018), farkli rakimlarda endofitik fungus
topluluklarmnin ¢esitliligi ve bilesiminde farkliliklar oldugu, belirli rakim seviyelerinde
belirgin fungus gruplarinin baskin oldugunu goézlenmistir. Bitkiler ve endofitik
funguslar arasindaki simbiyotik iligski oldukca karmasiktir ve konuk bitkinin sagladigi
cevresel ve beslenme kosullarindanda etkilenebilmektedirler (Lu ve dig. 2021).
Ornegin, Lee ve digerleri (2014) tarafindan yapilan arastirmada su stresinin belirli
fungus tiirleriyle enfekte olmus ¢am ignelerindeki endofitik fungus topluluklarini

etkiledigi bulunmustur.

Calismamizda cografi konum ve g¢evresel faktorler yoniinden farkli olarak
secilmis 10 6rnek alanda fungal ¢esitliligin farkli oldugu gézlemlenmistir. Shannon ve
Simpson alfa gesitlilik degerlerine gére hem Shannon hem de Simpson igin ¢esitliligi
en yliksek alanlar F ve F2, en diisiik oldugu alanlar ise F3 ve K1’dir. Alanlar elde
edilen degerler incelendiginde en baskin olan tiirler frekans degerleri 10 olan FBL7,
FBL23 ve FBL56’dir. Bunlar1 9 frekans degeri ile FBL6, FBL11 ve FBL32 takip

etmektedir.

Yapilan caligmalarda mevsimsel degisim, bitkiler i¢indeki endofitik fungus
cesitliligini etkileyen bir diger 6nemli faktor olarak tanimlanmistir (Oliveira ve dig.

2020; Debbarma 2024). Mevsimsel degisimler, farkli tiirlerin farkli mevsimlerde
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gelisim gostermesi nedeniyle, endofitik funguslarin cesitliligini etkileyerek yeni
tiirlerin tanimlanmasina yol agmaktadir (Nessa ve dig. 2023; Liu 2024). Kabuk gibi
kalict organlarin aksine yaprak dokular1 dokiilmektedir ve yaslari, sertlikleri, sekilleri
ve kimyalar1 bir yil i¢inde biiyiik 6l¢iide degisebilmektedir. Bu ¢alismada verilerin
daha tutarli sonu¢ vermesi amaciyla ayni yash yapraklar 6rneklenmistir. L. orientalis
agacinin yeni yapraklar1t mart'ta (ilkbahar) ortaya c¢ikar, eyliil'e (muson) kadar biiyiir
ve olgunlasir ve ardindan ocak (kis) ayma kadar kismi diisiis yasar. Bu tez
caligmasinda drnekleme islemi sadece eyliil ayinda yapilmistir. Sonbaharda ilkbahara
kiyasla daha yiiksek yagis nedeniyle daha yiiksek tiir zenginligi ve yagisin fungal
toplulugu sekillendirmedeki roliinii vurgulayan c¢alismalar bildirilmistir (Zamora ve
dig. 2008). Vaz ve digerleri (2014), yagisin artmasi ve sicakligin azalmasi ile fungal
endofitlerin kolonizasyonunda onemli istatistiksel farkliliklar bulmuslardir ve bu
durumda sonbaharda cesitliligin artmasim1 agiklayabilir. Ancak, c¢alismamizda
yalnizca sonbahar doneminde ornekleme yapilmasi, ilkbahar doneminde gelisim

gosteren funguslarin tespit edilememesine sebep olmus olabilir.

Agaclarin kuzey ve giiney yonlerinden alinan ornekler arasindaki gesitlilik
farklari, endofitik fungus ¢esitliligini belirlemek i¢in dnemlidir. Literatiirde yapilan
calismalar, 6rnekleme yoniiniin endofitik fungus cesitliligi tizerinde belirgin bir etkisi
oldugunu géstermistir (Arnold ve dig. 2003; Aoki ve dig. 2003). Ozellikle giines
1s181na maruz kalma siiresi ve yogunlugu gibi mikroklimatik faktorlerin, fungus
cesitliligi ve bollugu iizerinde etkili oldugu belirtilmektedir (Bacon ve White 2000).
Agaclarin giines goren ve golgede kalan kisimlarindan alinan 6rnekler arasindaki
cesitlilik farklar1 da 6nemli bir arastirma konusudur. Giines 15181, bitkilerin ve endofitik
funguslarin metabolik aktivitelerini ve etkilesimlerini dogrudan etkiler. Dolayisiyla,
giines goren kisimlarda daha yiiksek bir fungus ¢esitliligi ve yogunlugu gézlenebilir
(Bacon ve White 2000; Atsatt ve Whiteside 2014). Bu durum, giines 1siginin
funguslarin biiyliime ve rekabet yeteneklerini artirdigi hipotezini desteklemektedir (Su-
Han ve dig. 2019). Ek olarak, giines 1s1g1na maruz kalma gibi ¢cevresel faktorler, konak
bitkinin fizyolojisini ve biyokimyasinm etkileyerek endofitik funguslarin ¢esitliligini
dolayl1 olarak etkileyebilir. Giines 1s181ina maruz kalmadaki degisiklikler bitki
metabolizmasini degistirebilir ve bu da bitki i¢indeki endofitik fungus topluluklarinin
bilesimini ve cesitliligini etkileyebilir (Li 2023). Bu tez ¢alismasinda Shannon ve
Simpson alfa tiir ¢esitlilikleri bakimindan giineyde cesitlilik degerleri daha yiiksek
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cikmustir. Chao-1 indisi bakimindan ise kuzeyde daha yiiksek deger elde edilmistir. Bu
sonug giineyde ¢esitlilik fazla olmasia ragmen kuzeyden alinan 6rneklerde tek bireyli
nadir bireylerin daha fazla oldugunu gostermektedir (Tablo 7). Ayrica FBL15, FBL19,
FBL44, FBL47, FBL51, FBL53 ve FBLS58 izolatlar1 sadece kuzeydeki ornek
alanlarda, FBL8, FBL12, FBL26, FBL29, FBL35, FBL39, FBL40 ve FBL43 izolatlar1

ise sadece giineydeki ornek alanlarda tespit edilmistir.

Agaclar arasindaki mesafe, endofitik fungus cesitliligi iizerinde potansiyel
olarak etkili olabilir. Yakin mesafedeki agaclar, benzer c¢evresel kosullara ve
mikrohabitatlara sahip olabilir, bu da benzer endofitik fungus topluluklarina yol
acabilir. Diger yandan, uzak mesafedeki agaclar farkli mikrohabitatlara sahip olabilir
ve bu da farkli endofitik fungus topluluklarini destekleyebilir (Osono 2008; Rodriguez
ve dig. 2009). Yakin mesafedeki agaglar, benzer toprak ozellikleri, nem seviyeleri ve
mikroklimatik kosullara sahip olabilirler. Bu, benzer endofitik fungus topluluklarinin
olusmasini destekleyebilir. Ornegin, Rodriguez ve digerleri (2009) calismasinda,
yakin mesafedeki (0-50 m) bitkiler arasinda benzer endofitik fungus topluluklarinin
bulundugu goézlemlenmistir. Yine Yiicel ve digerleri (2014) yaptigi ¢alismada, ayni
alandaki yakin mesafedeki agacglarin fungus cesitliliginin yiiksek benzerlik
gosterdigini bulmustur. Orta mesafedeki agaclar (50-100 m), baz1 mikrohabitat
farkliliklar1 gdsterebilir. Bu, fungus topluluklarinin ¢esitlenmesine yol acabilir. Osono
2008 yilinda yaptig1 calismada, orta mesafedeki bitkilerde farkli fungus tiirlerinin
gelisebilecegini 6ne siirmektedir. Uzak mesafedeki (+100 metre) agaclar, daha belirgin
cevresel ve mikrohabitat farkliliklarina sahip olabilir. Bu, endofitik fungus
cesitliliginin artmasina veya tamamen farkli topluluklarin olugsmasina neden olabilir.
Bu durum, genis bir alanda yapilan ¢aligmalarda farkli fungus topluluklarmin varligini
gosteren bulgularla desteklenmektedir (Arnold ve Herre 2003). Ornegin Uzak
mesafeler, farkli ¢evresel kosullara ve daha az spor tagintmina neden olabilmektedir.
Smith ve Jones (2017) calismasinda, farkli alanlardaki agaclar arasinda fungus
gesitliliginde belirgin farkliliklar bulunmustur. Bu tez ¢alismasinda orta mesafede (50-
100 m) 6rnekleme yapilmis olup arasinda mesafe bulunan iki aga¢ endofit tiir ¢esitliligi
bakimindan farkli ¢ikmistir. Aymi alandan elde edilen birgok tiir konukc¢u agac
bakimindan yalniz bir agagtan izole edilirken bu duruma en ¢ok katki saglayan tiirler

FBL7, FBL11, FBL23 ve FBL28’dir. Ornek alan olarak degerlendirildiginde ise bu
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durumun en yogun goriildiigii alan D alanidir. Bu durum, D alaninda kisa mesafelerde

farkli mikrohabitatlara sahip olma olasilig: ile a¢iklanabilir.

Literatiirde, yaprak, dal ve kabuk gibi farkli doku tiplerinin, endofitik fungus
cesitliligi tlizerinde belirgin bir etkisi oldugu gosterilmistir (Stone ve Bacon 2000;
Arnold ve Herre 2003). Farkli dokular, funguslarin yasam dongiileri ve beslenme
stratejileri agisindan gesitli mikrohabitatlar saglar (Rodriguez ve dig. 2009). Ornegin,
yaprak dokusu daha fazla fotosentez iiriinii icerdiginden, bu dokuda daha fazla fungus
cesitliligi gozlenebilir (Carroll 1988). Kok endofitik funguslarinin ¢esitliligi, toprak
tipi, nem ve besin maddeleri gibi cevresel faktorlere bagl olarak biiyiik olglide
degisebilir (Arnold ve Herre 2003). Ornegin, Pinus tiirleri iizerine yapilan arastirmalar,
farkli dokular (yaprak, govde ve kok) arasinda endofitik fungal topluluklarda
farkliliklar oldugunu gostererek, doku ¢esitliliginin fungal gesitlilik tizerindeki etkisini
gostermistir (Rim ve dig. 2021). Bir diger ¢alismada Aristolochia chilensis bitkisinin
yaprak ve kok dokularinda farkli endofit fungus tiirleri tespit edilmis ve bu tiirlerin
topluluk yapisinin dokular arasinda farklilik gosterdigi belirlenmistir (Guevara-Araya
ve dig. 2020). Bu tez c¢alismasinda iki farkli doku tipi olan sap ve yaprak ile
calistlmigtir. Yaprak ve sap i¢in elde edilen sonuclara gore yaprakta toplam 34, sapta
ise 31 farkl tiir tespit edilmistir. Yaprak icin elde edilen sonuglar Shannon, Simpson
ve Chaol cesitlilik indeksleri bakimindan sapa gore daha yiiksek degerler ortaya
koymustur. Ayrica FBLS, FBL15, FBL19, FBL39, FBL43, FBL49 ve FBLS55
tiirlerinin sadece yaprakta, FBL47, FBL51, FBL51 ve FBLS5S tiirlerinin ise sadece

sapta gorildiigii tespit edilmistir.

Farkli doku tipleri arasinda ¢esitlilik degismekle birlikte, doku tiplerinin
parcalanma yontemlerine gore de ¢esitli funguslarin izole edilme ihtimali artmakta ve
bu durum da gesitliligi etkilemektedir (Gazis ve dig. 2011). Dokularin farkli sekilde
par¢alanmasi, endofitik fungus topluluklarinin yapisini ve ¢esitliligini dnemli 6lgiide
etkileyebilir. Ince parcalanmis dokular, daha fazla yiizey alam ve besin maddesi
sunarak, daha genis bir fungus toplulugu yelpazesinin kolonize olmasini tesvik
ederken, kalin parcalardaha sinirli yiizey alan1 ve besin maddesi sundugundan, belirli
fungus tiirlerinin baskin olmasina neden olabilir (Osono 2008; Rodriguez ve dig.
2009). Ornegin, Arnold ve Lutzoni (2007), cesitli bitki dokularmin ince

parcalanmasinin, endofitik fungus c¢esitliligini artirdigin1 ve daha genis bir fungus
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toplulugu yelpazesi sundugunu gozlemlemistir. Osono (2008), kalin bitki dokularinin
endofitik fungus cesitliligini sinirlayabilecegini ve belirli fungus tiirlerinin baskin hale
gelebilecegini belirtmistir. Kalin dokularin fungus sporlarimin ve hiflerinin i¢ kisimlara
ulagsmasini zorlastirdig1 vurgulanmistir. Wu ve dig. (2020) tropikal aga¢ dokularinda
farkli parcalanma stratejilerinin fungus ¢esitliligini nasil etkiledigini arastirmis ve
cesitli mikrohabitatlarin farkli fungus tiirlerinin kolonizasyonunu destekledigini

bulmustur.

Yaprakta bulunan endofitik fungus ¢esitliligi lizerine yapilan arastirmalar, bu
cesitliligin yapragin farkli bolgelerine gore degisiklik gosterdigini ortaya koymaktadir.
Arnold ve Lutzoni (2007) tropikal yapraklardaki endofitik fungus c¢esitliligini
incelemistir. Yapragin farkli bolgelerinde (ug, orta ve taban) fungus ¢esitliligi farklilik
gostermistir. Yapragin ug bolgelerinde daha yiiksek ¢esitlilik gozlenmistir. Osono
(2008) Camellia japonica yapraklarindaki endofitik ve epifitik funguslar1 incelemistir.
Santamaria ve Bayman (2005) Musaceae yapraklarindaki endofitik funguslari
incelemistir. Yapragin farkli boliimlerinde (damarlar, yaprak yiizeyi) fungus ¢esitliligi
farklilik gosterirken, damarlar boyunca daha yiiksek cesitlilik bulunmustur. Bu
durumu damarlar, funguslarin kolonizasyonu i¢in uygun mikrohabitatlar sunmaktadir
seklinde agiklamistir. Helander ve Jonsell (2003) Quercus robur yapraklarindaki
endofitik funguslar1 incelemistir. Yapragin alt ve {list yiizeylerinde farkli fungus
topluluklar1 gézlenmistir. Alt yiizeyde daha yiiksek ¢esitlilik bulunmustur. Bu durumu,
alt yiizeyin daha fazla nem ve golge sunmasiyla agiklamistir. Rodrigues (1994)
Amazon ormanindaki tropikal aga¢ yapraklarindaki endofitik funguslari incelemisti.
Yapragin farkli boliimlerinde (kenar, orta kisim) fungus cesitliligi farklilik
gostermistir. Orta kisimlara gore kenar bolgelerde daha ytiksek ¢esitlilik bulunmustur.

Yaprak wuglart ve kenarlar1 genellikle daha yiiksek fungus c¢esitliligi
sunmaktadir. Arnold ve Lutzoni (2007) bu durumu bu bodlgelerin daha fazla
mikrohabitat ve besin maddesi sunmasiyla iliskilendirmistir. Bu durum, stomatalar,
hidatotlar ve bez agikliklar1 gibi dogal agikliklarin bollugu ile kolay giris noktalar1
saglamas1 ve tiiylii ylizeylerin inokulumun yerlesmesi ve baglanmasina yardimci
olmasiyla da agiklanabilir. Ornek alinan yapraklarin en ucundan (L1) elde edilen
fungal cesitlilik daha yiiksek olup kenar (L4-L3) kisimlarindada ¢esitlilik yine yiiksek

bulunmustur. Fakat bazi ¢alismalar bu durumun tersini gostermistir. Santamaria ve
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Bayman (2005) yaprak damarlari boyunca daha yiiksek fungus cesitliliginin
bulundugunu ve damarlarin funguslarin kolonizasyonu i¢in uygun mikrohabitatlar
sunmakta oldugunu belirtmistir. Helander ve Jonsell, 2003 yapragin alt yilizeyinde
genellikle daha yiiksek fungus ¢esitliligi bulundugunu belirtmis ve bu durumu alt
yiizey, daha fazla nem ve gdlge sunar, bu da funguslarin kolonizasyonunu destekler

seklinde agiklamustir.

Yaprak sapinda endofitik fungus ¢esitliligi lizerine yapilan ¢aligmalar, sapin
farkl1 boliimlerinde ¢esitliligin nasil degistigini incelemistir. Kembel ve Mueller
(2014) farkh bitkilerin yaprak saplarindaki endofitik fungus ¢esitliligini incelemistir.
Yaprak sapmin farkli kisimlarinda (proksimal, orta ve distal) endofitik fungus
cesitliligi farklilik gdstermistir. Suryanarayanan ve Thennarasan (2004) tropikal
bitkilerin yaprak saplarindaki endofitik fungus gesitliligini incelemistir. Calisma, sapin
farkli boliimlerinde farkli fungus tiitlerinin baskin oldugunu gdstermistir. Ornegin,
sapin proksimal kisminda daha fazla fungus tiirii bulunmustur. Parfitt ve Hunt (2010)
tllman orman bitkilerinin yaprak saplarindaki endofitik fungus c¢esitliligini
incelemistir. Calisma, yaprak sapinin proksimal (tabana yakin) ve distal (yapraga
yakin) kisimlarinda farkli fungus topluluklari bulundugunu gostermistir. Unterseher
ve Schnittler (2010) iliman orman agaglarinin yaprak saplarindaki endofitik funguslari
incelemistir. Yaprak sapmin dis ylizeyi ve i¢ kisminda farkli fungus tiirleri
bulunmustur. D1s yiizeyde daha yiiksek ¢esitlilik gézlenmistir. Bu durum, dis yiizeyin

daha fazla cevresel etkilesime agik olmasiyla agiklanmustir.

Literatiir incelendiginde distal ve proksimal bolgelerin endofit ¢esitlilik
kargilastirmasinda distal bolgelerde daha yiiksek fungus cesitliligi gdzlenmistir. Bu
durum, bu bolgelerin daha fazla nem ve besin maddesi sunmasiyla iliskilendirilmistir
(Suryanarayanan ve Thennarasan 2004; Kembel ve Mueller 2014). Bu tez ¢alismasi,
bu bulgularla uyum gostermekte ve en fazla ¢esitliligin ¢iktigi 2. bolim kiigiik bir
farkla Distal (P1) bolge olup cesitliligin en fazla ¢iktig1 boliim ise Proksimal (P4)
bolim olmustur. Bu durum alt kisimlarin, daha fazla nem ve gdlge sunmasiyla, bu da
funguslarin kolonizasyonunu desteklenmesiyle agiklanabilir (Parfitt ve Hunt, 2010).
Ayrica sapin alt ve {st kistmlarmin farkli mikrohabitatlar sunmasiylada
iliskilendirilebilmektedir (Suryanarayanan ve Thennarasan 2004). Cesitliligin en az

oldugu boliimler ise orta boliimlerdir (P2-P3).
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Endofitik fungus ¢esitliligini belirlemek i¢in kullanilan besiyerleri, bu
funguslarin izole edilme ve biiylime yetenekleri lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir.
Farkli besiyerleri, sunduklar1 gesitli besin maddeleri ve biiyiime kosullar1 nedeniyle
fungus tiirlerinin ¢esitliligi ve bollugu iizerinde belirleyici olabilir (Bills ve Polishook
1992; Arnold ve Lutzoni 2007). Ornegin, yalnizca Patates Dekstroz Agar (PDA)
kullanilarak yapilan c¢alismalarda endofitik fungus cesitliligi simirli kalabilirken
(Ibrahim ve dig. 2021), iki veya daha fazla farkli besiyerinin kullanimi geri kazanilan
takson sayisini artirabilir (Man ve dig. 2015; Gong ve dig. 2019). Patates ekstresi,
funguslarin ihtiya¢ duydugu cesitli besin maddelerini icerirken, dekstroz hizli bir
enerji kaynag1 saglar; ancak bazi fungus tiirleri i¢in optimum biiylime kosullarini

saglamayabilir (Arnold ve Lutzoni 2007).

Besiyerlerinin ¢esitlendirilmesi, endofitik funguslarin ¢esitliligini artirmak i¢in
onemli olmakla birlikte besiyeri igerisine bitki materyali eklenmesi, endofitik
funguslarin geri kazanimin iyilestirebilir (Mourad ve dig. 2018). Bununla birlikte, su
agar1 (WA) gibi basit besiyerlerinin kullanimi, hizli biiyiiyen fungus tiirlerinin yavas
biliyliyen tiirler tizerindeki baskisini azaltarak, fungal endofit ¢esitliligini ortaya
cikarmada faydali olabilir (Stone ve dig. 2004). Nitekim, Sieber (2007); Hoffman ve
Arnold (2010); U'Ren ve dig. (2012); Zimmerman ve Vitousek (2012) ve Gazis ve
Chaverri (2015) gibi ¢alismalar, farkli besiyerlerinin fungal gesitlilik ve izolasyon
yogunlugu iizerinde belirgin etkileri oldugunu gostermistir. Arnold ve dig. (2000)
tropik genis yaprakli agaclar iizerinde yaptig1 calismada, PDA ve Malt Ekstrakt Agar1
(MEA) besiyerleri kullanildiginda benzer fungus c¢esitliligi tespit ederken,
Colletotrichum cinslerinin PDA'da, Xylaria cinslerinin ise MEA'da daha yaygin
oldugunu gozlemlemistir. Benzer sekilde, Gange ve dig. (2014) Avrupa'daki genis
yaprakli agaglarla yaptigi ¢alismada, Kompost Agar besiyerinin Alternaria, Fusarium
ve Cladosporium gibi fungus cinslerinin izolasyonunda daha etkili oldugunu
bildirmistir (Pitt ve Hocking 2009; Smith 1997).

Bu tez calismasinda kullanilan dort farkli besiyerinde (PDA, PCA, WA,
PLMEA) de endofitik fungus ¢esitliliginin farkli oldugu gézlemlenmistir. Besiyerleri
arasinda en yliksek zenginlik PLMEA'da, ardindan sirasiyla PDA, PCA ve WA'da
tespit edilmistir. Bu sonuglar, litaratiirdeki benzer caligmalarla oOrtiismektedir ve

besiyerinin kimyasal bilesimi, pH degeri, su aktivitesi gibi faktorlerin funguslarin
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gelisimi iizerinde 6nemli bir etkisi oldugunu dogrulamaktadir. Dolayisiyla, endofitik
mikobiyota ¢alismalarinda, birden fazla besiyerinin kullanilmasi, tiir ¢esitliligini daha
dogru ve kapsamli bir sekilde degerlendirmek agisindan énemlidir (Bills ve Polishook
1991, 1992; Bérdy 2005; Arnold ve Lutzoni 2007; Hata ve Sone 2008; Sharma ve dig.
2015).

PL-MEA’nin en yiiksek fungal ¢esitlilige sahip olmasi, bitki materyali ile
zenginlestirilmis besiyerlerinin endofit funguslarin dogal yasam ortamlarimi ve besin
kaynaklarini taklit ederek onlarin biiylime ve izolasyon siireclerini kolaylastirmasi ile
aciklanabilir (Bills ve Polishook 1991). Bu besiyerlerinin endofitlerin dogal
ortamlarini daha 1yi simiile ettigi ve bu sayede funguslarin laboratuvar kosullarinda
daha etkin bir sekilde izole edilmesini sagladigi bilinmektedir (Hata ve Sone 2008)
Bunun yani1 sira birey sayisina gore ise en yliksek degere sahip besiyeri PCA olarak
tespit edilmistir. PCA besiyeri birey sayisi olarak daha az sayida fungus izole ederken,
cok daha yiiksek cesitlilikte izolasyonlar yapilmasini saglamistir. Ayrica Chaol
indeksi bakimindan en yiiksek degere sahip besiyeri WA olarak tespit edilmisitir. Bu
durum WA besiyerinden izole edilebilen bazi tiirlerin diger besiyerlerinden izole

edilmedigini gostermektedir.

Farkli besiyerlerinin kullanimi tiim endofit fungus ¢esitliliginin izole edilmesi
icin yeterli olmamaktadir. Endofit ¢esitliliginin giivenilir bir tahminini elde etmek i¢in
kiiltiir bagimh ve kiiltiir bagimsiz yaklasimlarin bir kombinasyonunun kullanilmasi
gerekmektedir (Sun ve Guo 2012). Yeni nesil dizileme (NGS) teknolojisinin
kullanimi, bu ¢alismada kesfedilmemis bir¢ok baska tiirii ortaya ¢ikarabilir. NGS'nin
yiiksek ¢oOziiniirliiklii genetik veri saglamasi, endofitik topluluklarin karmasikligini
daha iyi anlamamiza ve L. orientalis tiiriiniin mikrobiyal ¢esitliligi tizerinde daha
derinlemesine bir bakis sunmamiza olanak tanir (Zhang ve Yao 2015). Ancak bu

yontem diger yontemlere nazaran daha maliyetlidir.

Agaclardaki endofit fungus ¢esitliliginin incelendigi ¢calismalarinin sonucunda
elde edilen tiirler benzerlik gostermektedir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen fungus
tiirlerinin daha dnceki ¢alismalarda agaglarda endofit olarak kaydedildigi goriilmiistiir.
Endofitik funguslar genellikle konak¢ilarinda zararsiz veya yararl iligki kurarlar;
ancak cevresel stres, konake1 zayifligi, genetik-metabolik sebepler, iklim degisikligi

veya diger patojenik kosullar altinda patojenik davramislar sergileyebilirler (Schulz ve
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Boyle 2005; Sieber 2007; Rodriguez ve dig. 2009). Bu tez ¢alismasinda elde edilen S.
botryosum (Koike ve dig. 2003), D. eres (Udayanga ve dig. 2011), Phomopsis sp.
(Udayanga ve dig. 2011)., Neofusicoccum sp. (Slippers ve dig. 2004), N. cava (Zhang
ve dig. 2012) gibi tiirler endofit olarak kaydedilmelerinin yanisira belirli kosullar
altinda kanser ve 6liime neden oldugu bilinen patojenlerdir. iklim degisikligi, kiiresel
1sinma ve cesitli stres faktorleri gibi patojenik kosullar ortaya ¢iktiginda, bu tiirler
ozellikle L. orientalis olmak {izere birgok bitki tiirlinde ciddi zararlara yol agabilir ve
hatta 6liime sebep olabilir (Delaye ve dig. 2013; Kivlin ve dig. 2013). Ote yandan elde
edilen Pleosporaceae (Zhang ve Zhang 2011), Diaporthaceae (Crous ve Groenewald
2009) Didymosphaeriaceae (Ewing ve Smith 2010), Botryosphaeriaceae (Slippers ve
Wingfield 2007), Didymellaceae (Prihastuti ve Hyde 2008), Aspergillaceae (Samson
ve Hoekstra 2004), Cladosporiaceae (Schubert ve Pfenning 2010),
Muyocopronaceae(Zhang ve Li 2014), Cucurbitariaceae (Mains ve Smith 2010),
Mycosphaerellaceae (Crous ve Groenewald 2009), Glomerellaceae (Munkvold ve
Marasas 2009) familyalarina ait funguslarda daha 6nceki galismalarda literatiire bitki

patojeni olarak kaydedilmistir.

Belirli bir bolge icin bir tiiriin ilk kaydi, o bdlgenin mikrobiyal ekosistemine
dair yeni ve Ozgiin bilgiler sunar. Bu tiir kesifler, bilim insanlarina hem mevcut
biyolojik cesitliligi anlama hem de ekosistemlerin sagligin1 ve isleyisini daha iyi
kavrama imkani verir. Ilk kaytlar, bdlgenin tiir zenginligini ortaya koyar ve bu tiirlerin
ckosistem igindeki roliinii arastirmak igin temel olusturur (Taylor ve dig. 2006).
Omegin, Cin'de Neolitsea sericea yapraklarindan izole edilen ve daha dnce bolgede
kaydedilmemis endofit tiirler, yerel biyogesitliligin daha kapsamli bir sekilde
anlagilmasina katki saglamistir (Li ve dig. 2007). A. destruens, A. alstroemeriae, S.
majusculum, D. cynaroidis, P. rosae, N. variabilis, C. endophyticum, C. colombia,
Muyocopron sp., S. rhododendricola, C. macerans, A. effusa tiirleri bu ¢alismada izole

edilerek Tirkiyede ilk kayit niteligi tasimaktadir.

Endofitik mikobiyota c¢alismalarinda yeni tiirlerin tanimlanmasi miimkiin
olabilmektedir (Petrini 1991). Ornegin Liu ve digerleri (2012) Camellia sinensis
bitkisinde literatiirde eslenmeyen daha Once tanimlanmamis yeni bir fungal tiir
kesfetmistir. Yapilan analizler ile birlikte yeni bir endofitik fungus tiirii olarak

Pestalotiopsis biciliata'y1r tanimlamistir. Crous ve digerleri (2014) ise Eucalyptus
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agaclarinda Colletotrichum chrysophilum’u yeni bir endofitik fungus tiirii olarak
tanimlamustir. Ayrica, Hindistan'da tropikal orman agaclarinin yapraklarinda yapilan
bir aragtirmada, daha 6nce tanimlanmamus ve literatiirde eslenmeyen, belirli bir cografi
bdlge icin yeni kayit olan bir¢ok endofit fungal tiir tespit edilmistir (Suryanarayanan
ve dig. 2003). Bu tez ¢calismasinda da benzer sekilde, literatiirde eslenmeyen ve daha
once tanimlanmamuig bir tir bulunmaktadir. Ancak, bu c¢aligmada yapilan analizler
mevcut tlirii tam olarak tanimlamak i¢in yetersiz kalmistir. Gelecek ¢alismalarda daha
kapsamli analizler gerceklestirilerek bu tiiriin dogru bir sekilde tanimlanmasi ve yeni

bir tiir kayd1 saglanmasi miimkiin olacaktir.
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7. SONUC

Bu ¢alisma, Mugla il sinirlari igerisinde yer alan 10 farkli 6rnek alanda bulunan
L. orientalis agaglarindaki fungal tiirlerin izolasyonu, morfolojik ve molekiiler
teshisleri hakkinda bulgular igermektedir. Tez calismasi kapsaminda, hastalik belirtisi
gozlenmeyen yaprak ornekleri toplanarak bunlardan izolasyonlar yapilmus, elde edilen

veriler ile istatiksel analizler gerceklestirilmistir.

Tez kapsaminda 2022-2024 yillar1 arasinda on farkli 6rnek alandan 20 adet
agactan ve 40 adet yaprak ve sap Ornegi alinmustir. Yaprak ve sap orneklerinden
toplamda 1280 adet petriye ekim yapilmis; yapilan ekimlerden toplamda 38 fungus

elde edilmistir.

Teshis calismalar1 sonucunda; yaprak ve saplardan yapilan izolasyonlarda
Pleosporaceae familyasina ait Alternaria sp, Alternaria destruens, Alternaria
alstroemeriae, Bipolaris subramanianii, Stemphylium sp, Stemphylium botryosum,
Stemphylium majusculum, Diaporthaceae familyasina ait Diaporthe bohemiae,
Diaporthe cynaroidis, Diaporthe eres, Phomopsis sp, Didymosphaeriaceae
familyasina ait  Paraconiothyrium brasiliense, Pseudopithomyces rosae,
Botryosphaeriaceae familyasina ait 5 farkli Neofusicoccum sp, Didymellaceae
familyasina ait Nothophoma variabilis, Didymella prosopidis, Aspergillaceae
familyasina Aspergillus niger, Penicillium sp, Penicillium rubens, Penicillium
italicum, Hypocreaceae familyasina ait Trichoderma harzianum, Trichoderma lixii,
Cladosporiaceae familyasina ait Cladosporium endophyticum, Cladosporium
colombia, Discinellaceae familyasina ait Pseudopezicula sp, Pseudopezicula
tetraspora, Pseudopezicula tracheiphila, Muyocopronaceae familyasina ait
Muyocopron sp, Cucurbitariaceae familyasma ait Neocucurbitaria cava,
Mycosphaerellaceae familyasina ait Sphaerulina rhododendricola, Meruliaceae
familyasina ait Constantinomyces macerans, Cyphellaceae familyasina ait
Aequabiliella effusa, Glomerellaceae familyasina ait Gnomoniopsis idaeicola ve

tanimlanamayan tiir olmak tizere endofit ve patojen tiirler elde edilmistir.

Endofitik fungus ¢esitliliginin analiz edilmesi, Dbitki-mikroorganizma
etkilesimlerini ve ekosistem dinamiklerini anlamak i¢in kritik dneme sahiptir. Bu

funguslar, bitkilerin hastaliklara ve stres kosullarina karsi direncini artirarak bitki
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saglig ve ekosistem fonksiyonlari tizerinde olumlu etkiler yaratir (Saikkonen ve dig.
1998; Rodriguez ve dig. 2009). Ayrica, endofitik funguslarin biyoteknolojik
uygulamalari, antibiyotikler, antikanser ajanlar1 ve diger biyoaktif bilesiklerin
tiretiminde potansiyel kaynaklar olarak kullamimindan dolay:r olduk¢a degerlidir
(Strobel ve Daisy 2003). Giiniimiizde siirdiiriilebilir tarim uygulamalari ve biyolojik
kontrol ajanlar1 olarak kullanimlari, ¢evresel zararh etkileri azaltmada 6nemli rol
oynamaktadir (Bacon ve White 2000). Gelecekte, bu funguslarin yeni ilag gelistirme,
ekosistem restorasyonu ve iklim degisikligi ile miicadele gibi alanlarda biiyiik bir
potansiyele sahip oldugu goriilmektedir (Schulz ve dig. 2002; Redman ve dig. 2002;
Arnold ve dig. 2003).

Endemik konukgulardaki endofitik funguslar ise bu bitkilerin 6zel ekolojik
nislerinde hayatta kalmalarina ve adaptasyonlarina yardimer olur, boylece biyolojik
cesitliligin korunmasina ve siirdiiriilebilir ekosistemlerin devamina destek saglar
(Schulz ve dig. 2002). Ayrica, endemik bitkilerdeki endofitik funguslarin benzersiz
biyolojik aktif bilesikler iliretme potansiyeli, yeni ilaglarin ve biyoteknolojik
uygulamalarin gelistirilmesine olanak tanimaktadir (Strobel ve Daisy 2003). Bu tez
calismasinda elde edilen fungal topluluklar endemik bir tiir tizerinden elde edilmeleri
nedeniyle essiz bir dogaya sahiptir ve birgok bilimsel alan i¢in onemli bir althik

olusturmaktadir.

Bitkilerin mikrobiyotasi, bitki fizyolojisini, saghigin1 ve hastalik direnci de
dahil olmak tizere konukgunun genel durumunu ve kondisyonunu etkilemek igin
konukgulariyla etkilesime girmektedir (Van der Heijden ve dig. 1998, 2008; Hansen
ve Moran 2014; Karasov ve dig. 2014; Ludwig- Miiller 2015; Panke-Buisse ve dig.
2015). Ayrica, belirli bir konukgunun kendi dogal ortamindakimikrobiyal topluluklari,
konuk¢unun yerel biyotik ve abiyotik faktorlere adaptasyon derecesinden etkilenebilir
(Agler ve dig. 2016). Bitki mikrobiyomunun 6nemli bilesenleri olan endofitler, bitki
saglig1 ve metabolizmasindaki 6nemli rolleriyle genis ¢apta taninmaktadir (Faeth ve
Fagan 2002; Arnold 2007; Rodriguez ve dig. 2009). Yeni bir fungal patojeninin
eklenmesiyle c¢ekirdekmikrobiyomla iliskili 6nemli fungal ortak yasamlarinin
bilesiminde ve baskinliginda meydana gelen degisiklikler, bitki kondisyonuna katkida
bulunan birlikte gelisen etkilesimin istikrarli dengesini bozabilir. Yeni bir patojen

ortaya ¢iktiginda ve halihazirda aym ekolojik alani ele gecirdiginde bu degisiklikleri
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O6lgmek zordur. Yani bir patojenin istilast sonucunda yapraklardaki fungal
endofitlerinin goreceli bollugu ve bilesimi patojenin ilk istilasim takiben her yil
degisebilir (Cross ve dig. 2017). Bu da endofit funguslarin kolonizasyon stratejilerini
ve trofik modlarmi etkilemektedir. Bu nedenle konukguda var olan endofit
toplulugunun ge¢ kalinmadan belirlenmesinin 6nemini gostermektedir. Bu durum ise
endofit fungus caslismalarinin dnemini ve aciliyetini gostermektedir. Ote yandan,
iklim degisikligi diinya genelinde biyolojik cesitliligi tehdit eden en oOnemli
faktorlerden biri haline gelmistir. Endemik tiirler, sinirh cografi dagilimlar1 nedeniyle
iklim degisikligine kars1 daha hassastir ve bu tiirlerin yok olma riski daha yiiksektir.
Endemik tiirlerin yok olusu, ekosistem fonksiyonlarin1 ve genetik ¢esitliligi olumsuz
yonde etkileyerek ekosistemlerin sagligini ve siirdiiriilebilirligini tehlikeye atmaktadir
(Bellard ve dig. 2012). Bu durumda bir¢ok fungal tiirlin tanimlanamasina sebep
olabilmektedir.

Ulkemizdeki endemik bitki ve agag tiirlerindeki fungal mikobiyotay1 anlamak
biiyiik onem tasimaktadir. Bu nedenle, bu tiir ekolojik ve mikrobiyal analizlerin
artirlmast gerekmektedir. Ozellikle, NGS teknolojileri kullanilarak, bu fungal

topluluklarin cesitliligi ve islevleri hakkinda daha derinlemesine ve kapsamli veriler

elde edilebilir.
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