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OZET

TATLISU ISTAKOZUNDA (Astacus leptodactylus) YANIK LEKE HASTALIGI
ETKENI Fusarium avenaceum’un PCR YONTEMI iLE TESHISI

Biisra ARLI
Yiiksek Lisans Tezi, Su Uriinleri Miihendisligi Anabilim Dal
Damisman: Dog. Dr. Siileyman AKHAN
Aralik 2017; 73 Sayfa

Bu ¢alismada, Tiirkiye sularinda dagilim gosteren tatlisu 1stakozunda (Astacus
leptodactylus) yanik leke hastaligina yol agan Fusarium avenaceum mantar etkeninin
izole edilmesi ve molekiiler teshisi amaglanmistir. Pek ¢ok kabuklu hayvan ve tatlisu
1stakozlarinda bu hastaliga neden olan Fusarium avenaceum mantar tiiriiniin Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi ile molekiiler diizeyde tespiti amaglanmuistir.

Bayramsah, Karaidemir (Tekirdag) ve Keban (Elazig) baraj gollerinden
yakalanan tatlisu istakozlar1 dokularindan ornek alinmis ve PDA besiyerlerine ekimi
yapilmigtir. Uretilen mantar izolatlarndan DNA izolasyonu yapilmis ve mantar
tiirlerinin molekiiler olarak tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan ITS bolgesi FAF1
(5-AACATACCTTAATGTTGCCTCGG-3)) ve FAR (5'-
ATCCCCAACACCAAACCCGAG-3’) primerleri kullanilarak PCR islemi ile
cogaltilmistir. Cogaltilan bolgelerde dizi analizleri yapilarak elde edilen diziler
GenBank’ta blast edilerek iiretilen izolatlarin kesin teshisi gerceklestirilmistir.

Bu ¢alisma ile Tiirkiye sularinda dagilim gosteren bazi Astacus leptodactylus
popiilasyonlarinda yanik leke hastaligina neden olan ve ikincil hastalik olarak belirtilen
Fusarium avenaceum’un molekiiler diizeyde teshisi yapilarak hastalik etkeni tiir
diizeyinde tanimlanmis ve dogrulanmastir.

ANAHTAR KELIMELER: Fusarium spp., tatlisu 1stakozu, PCR, yanik leke hastalig
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF BURN SPOT DISEASE AGENT Fusarium avenaceum BY
PCR IN NARROW-CLAWED CRAYFISH Astacus leptodactylus

Biisra ARLI
M. Sc. Thesis in Fisheries and Aquaculture Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Siilleyman AKHAN
December 2017, 73 Pages

In this study, isolation of Fusarium avenaceum which is the causative agent of
burn spot disease was aimed. We also aimed molecular identification of the fungi
species, Fusarium avenaceum which causes burn spot disease in most of crustacean
species by polymerase chain reaction (PCR) method.

Tissue samples were taken from crayfish specimens which were caugth
Bayramsah, Karaidemir and Keban dam lakes inoculated to PDA medium for
cultivation. Total DNAs were extracted from fungi isolates and 310 bp fragment from
ITS regions which is commonly amplified for identification of fungi were amplified by
PCR wusing FAFl (5-AACATACCTTAATGTTGCCTCGG-3) and FAR (5-
ATCCCCAACACCAAACCCGAG-3’) primers. PCR products were sequenced and
obtained sequances from ITS regions subjected to BLAST analysis in GenBank to
validate idintifications.

With this study, Fusarium avenaceum associated with burn spot disease was
identified and confirmed from some of crayfish populations indigenous to Turkey.

KEYWORDS: Burn spot disease, crayfish, Fusarium spp., PCR
COMMITTEE: Dog. Dr. Siileyman AKHAN
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

cm : Santimetre

dH,0 : Saf su

g : Gram

ha - Hektar alan

hm? :Hektometrekiip

kg > Kilogram

km : Kilometre

L . Litre

m : Metre

mg : Miligram

MgCl, : Magnezyum kloriir
mM : Milimolar

ng : Nanogram

pmol : Pikomol

ug : Mikrogram

ul : Mikrolitre

°C : Derece santrigrat
Kisaltmalar

be : Baz ¢ifti

DNA : Deoksiriboniikleik asit
dNTP : Deoksiriboniikleotid trifosfat
EtBr : Ethidium Bromiir
EDTA : Etilendiamin Tetra Asetik Asit
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HRV

ITS

NCBI
PZR
PFGE
TBE
TUIK

16S rDNA
RAPD
RFLP

AFLP

: Hirame rabdovirtis

: Transkripsiyonu yapilan i¢ ara bolgeler

: Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Pulsed-Field Jel Elektroforezi

: Tris-Borik Asit-Edta karigimi

: Tiirkiye Istatistik Kurumu

: Ribozomal DNA

- Rastgele Arttirilmis Polimorfik DNA

: Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi

: Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi

Tezde ondalik yazim olarak “,” noktalama isareti kullanilmaktadir.

viii



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 1.1.1979-2016 yillar1 aras1 Tirkiye’de tatlisu 1stakozu iiretimi (ton/yil)

(Alpbaz 2009; Harlioglu 2004; TUIK 2017) weveeveveeeeeeeieeeieieeieieee et
Sekil 2.1. Tatlisu 1stakozu dorsal gorinim (Orijinal)...........ccooviiiiiiiiiiie

Sekil 2.2. Tatlisu 1stakozu ventral goriiniim (Orijinal) .......cccoovvviiiiiiiiinniieiieeieens

Sekil 2.3. Porselen hastaligi (Quaglio vd. 2011) ...ccoveiiiieiieiieie e

Sekil 2.4. Tatlisu istakozu (kerevit) vebasi semptomlarinin canli tizerindeki

OTUNLUSTL (OTLINAL).....viiiiiicc e

Sekil 2.5. Saprolegnia parasitica mikroskobik goriintiisti (Diéguez-Uribeondo vd.

2007) ettt bbb £t R Rt Rt b bRt b b e Rt b et re e s
Sekil 2.6. F. avenaceum’un PDA besiyerindeki goriiniimii (Makkonen 2013)............

Sekil 2.7. F. avenaceum’un makrokonidi seklindeki spor yapisi (Dubos vd. 2011).....

Sekil 2.8. Fusarium tiirlerine ait makrokonidi seklindeki spor yapilari. A-D;
Makrokonidiyal sekil ve uzunluktaki degisimler. A, F. decemcellulare. B, F.
longipes. C, F. culmorum. D, F. chlamydosporum. E-H, Makrokonidiyanin bazal
hiicrelerindeki degisim. E, F. culmorum. F, F. crookwellense. G, F.avenaceum. H,
F. longipes. I-L, Makrokonidi apikal hiicrelerdeki degisim. I, F. culmorum. J, F.

decemcellulare. K, F. verticillioides. L, F. longipes (Summerell vd. 2003) ................

Sekil 2.9. Funguslarda ribozomal RNA geni ve cevresindeki ITS bolgelerinin

gOrinimil (Begerow vd. 2010) .....eooiiiiiiiieiieee e
Sekil 3.1. Tatlisu 1stakozu 6rneklemesi yapilan su kaynaklart ..........cococeviiiiiiniinnn
Sekil 3.2. Tatlisu 1stakozu drneklerinin laboratuvara getirilmesi ...
Sekil 3.3. Melanize dokunun PDA besiyering eKimi..........ccccoovrivieninienniencseseeens
Sekil 3.4. a) Preparat hazirlanmasi; b) Preparatlarin mikroskopta incelenmesi...........
Sekil 3.5. DNA izolasyonu hazirlik agamasi ..........cccevvrieiiniinieiiencsie e
Sekil 3.6. Mantarin havanda eZilmesi...........ccoovviiiiiiiiiieiii e
Sekil 3.7. Mantarin havanda €Zilmesi.........c.ccoovveiiiiiiiiiiiiicc e
Sekil 3.8. Havanda ezilen mantarin tiiplere aktarilmast ..........ccocoeoveieiiiiiincicnenen,

Sekil 3.9. Mantarin ¢OKtUITIMEST.......coiviiiiiiiiiiie e

Sekil 3.10. a) Hazirlanan karisimin PZR tiiplerine eklenmesi; b) Hazirlanan

karigimin thermal cycler’a yerleStirilmesi. ... cuveieeeiiiieiiie i



Sekil 3.11. a) DNA orneklerinin jele yiiklenmesi; b) PZR o6rneklerinin jele
YUKISTIMEST 1. 31

Sekil 4.1. Semptomlu tatlisu 1stakozlarinda yanik leke hastaliginin klinik bulgulart..... 32
Sekil 4.2. Semptomlu tatlisu 1stakozlarinda yanik leke hastaliginin klinik bulgulari..... 32

Sekil 4.3. Karaidemir Barajina ait numunelerden tiretilen F. avenaceum izolatinin
petride gorinimil (OFIJINGAL ......ooviiiiiie s 33

Sekil 4.4. Bayramsah Barajina ait numunelerden iretilen F. avenaceum izolatinin
petride gorinimii (OFTJINAL .......oiiiiiiiiie e 34

Sekil 4.5. Sporilazyona tabi tutulan F. avenaceum’un mikrokonidi ve

makrokonidi sporlarinin gorinimii (X400)........cevveriereriienerereseeeeee e 35
Sekil 4.6. F. avenaceum’un hifalart (X400) .......c.covereiiiiiieni e 35
Sekil 4.7. F. avenaceum’un hifasi ve konidyofordan mikrokonidi tiretimi (x400) ........ 36

Sekil 4.8. Laktofenol pamuk mavisi boya ile boyanmis F. avenaceum’un sporlari
(mikrokonidi ve makrokonidi) (X400) .......c.cooeiiiiiiiieieierene e 36

Sekil 4.9. Laktofenol pamuk mavisi boya ile boyanmis F. avenaceum’un
mikrokonidi seklindeki spor yapis1 (X400) .......oooviiiiiieniiiiicrcseesee e 37

Sekil 4.10. F. avenaceum tiiri mantardan elde edilen genomik DNA
izolasyonlarinin %1,2’lik agaroz jel goriintiileri. 1 ve 2; Bayramsah Goéleti’nden
elde edilen mantar DNA’s1, 3 ve 4; Karaidemir Baraj Gdleti’'nden elde edilen
mantar DNA’s1, 5 ve 6; Keban Baraj Golii’nden elde edilen mantar DNAs1................ 37

Sekil 4.11. Mantar 6rneklerinin FAF1 ve FAR primerleri ile ITS bolgesindeki
PZR reaksiyon sonuglari. L: Markir, NK: Negatif kontrol, 1 ve 2; Bayramsah
Goleti’nden elde edilen mantarin PZR sonucu, 3 ve 4; Karaidemir Baraj
Goleti’nden elde edilen mantarin PZR sonucu, 5 ve 6; Keban Baraj Golii’nden

elde edilen mantarin PZR SONUCU ......cccuiiiiiiiiiiiiisieiece e 38
Sekil 4.12. Incelenen gen bolgelerindeki niikleotid

FATKIIIIKIAT ... bbb e 41
Sekil 4.13. Elde edilen izolatlarin F. avenaceum tiiriine ait genetik mesafeler ............. 43



Cizelge 1.1.

CIZELGELER DIiZiNi

Tirkiye’de yetistiricilik yoluyla elde edilen toplam su {iriinleri {iretim

MIKtArlart (TUTK 2017) cvcceeeeeeceeeseeeeeete et eeee ettt en ettt en e 1
Cizelge 2.1. Tatlisu 1stakozunun (Astacus leptodactylus Eschholtz, 1823) sistematigi
(KUMIU Z998) ..ottt sttt e bt reenteentesreesreenee s 5
Cizelge 2.2. Fusarium avenaceum’ un sistematigi (Leslie ve Summerell 2006) .......... 15
Cizelge 3.1. Tatlisu 1stakozu drneklemesi yapilan su kaynaklart ...........cccccooiiiennnnnn. 20
Cizelge 3.2. PDA (Potato Dextrose Agar) besiyerinin hazirlanisi...........c.cceooviiiennnne 22
Cizelge 3.3. DNA izolasyonunda kullanilan kimyasallar.............cccccoceiieiiiiiicnnnnnn 22
Cizelge 3.4. 10XTBE (Tris Boric Asit EDTA) TamMPONU ........cccvrvrieiereerenesesiesennens 23
Cizelge 3.5. Agaroz jel hazirlaniSi..........ccoooveiiiiiiiiiiii e 23
Cizelge 3.6. Mantar i¢in hazirlanan primer listesi (Mishra 2003) .........cccocoveiiiiiiennnne 28
Cizelge 3.7. PZR icin hazirlanan tip 16EIIZ1 .....ovvvvveeiiririeiie e 28
Cizelge 3.8. F. avenaceum’un genomik DNA’s1 i¢in PZR protokolii...........ccccovevvrnnnne. 29
Cizelge 3.9. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan kimyasal maddeler ........................ 30
Cizelge 4.1. Calisma sonucu liretilen izolatlara ait dizi sonuglart...........c.ccoevvriiennnnn 38
Cizelge 4.2. F. avenaceum izolatlarina ait blast SONUGIart...........ccoocvrvrrvervnierieeseeenn 42
Cizelge 4.3. F. avenaceum izolatina ait alinan GenBank ulagim numaralari ................ 42
Cizelge 4.4. Ug istasyona ait F. avenaceum izolatlar1 arasinda hesaplanan genetik

mesafe.........

xii



GIRIS B. ARLI

1. GIRIS

Ug tarafi denizlerle gevrili olan Tiirkiye, sahip oldugu tatlisu kaynaklar ile
birlikte zengin su kaynaklarina ve potansiyeline sahiptir. Ulkemiz cevresini saran
denizlerde 7.816 kiy1 seridine sahiptir buna adalara ait kiy1 seridi de ilave edildiginde
toplam kiy1 uzunlugu 8.333 km uzunluga erismektedir. I¢ su kaynaklar1 olarak yaklasik
1 milyon hektar dogal gollere, 200.000 km’ye yakin akarsuya, 70.000 hektarlik lagiin
goliine ve 3.419 km? baraj goliine, 8.903 km? dogal géle sahiptir. Sahip olunan bu su
kaynaklar1 ise su triinleri tiretimi igin toplamda 25.577.200 ha potansiyel yiizey alani
olusturmaktadir (Anonim 2001; Celikkale vd. 1999; Yildirim vd. 2004). Toplam tiretim
alanlarinin yaklasik % 95,48’ini denizler (24.135.000 ha), % 3,52’sini dogal goller
(890.300 ha), % 1,35’ini baraj golleri (341.900 ha), % 0,79’unu akarsular (2.000 km?),
% 0,27’sini laglin golleri (70.000 ha) ve yaklasik % 0,04’tinii (10.000 ha) géletlerin
olusturdugu bildirilmektedir (Yildirim vd. 2004).

Ulkemizde halihazirda sahip olunan su kaynaklarindan gerek avcilik gerekse
yetistiricilik yoluyla {iretim yapilmaktadir. Su iirlinleri tiretiminin 6nemli bir kismini
olusturan avcilik yoluyla iiretim oldukca eski tarihlerden beri yapilmakta iken su
triinleri yetistirciligi lilkemizde 1970’li yillarda sazan ve alabalik yetistiriciligi ile
baglamistir. Yetistiricilik sertiveni 1980°1i yillarda Ege ve Akdeniz’de ¢ipura ve levrek,
1990’11 yillarda Karadeniz’de kafeslerde somon yetistiriciligi ile devam etmis, 2000’li
yillarin basinda ise Ege ve Akdeniz’de orkinos yetistiriciligi ile biiyiik bir ivme
kazanmistir (Anonim 2011; Yesilayer vd. 2013;Aydin 2016). Insan beslenmesinde
onemli yeri olan su iiriinleri tiretimimiz 2016 yilinda yapilan toplam 588.715 ton olarak
gerceklesmistir. Bu tiretimin 335.320 tonu avcilik yoluyla 253.395 tonu ise yetistiricilik
yoluyla elde edilmistir. 2000 yilinda toplam firetimin %86,4’i avcilik, %13,6’s1
yetistircilik yoluyla saglanirken bu oranlar giliniimiizde yetistircilik {iretimi artarak
%43 lere ulastig1 goriilmektedir. Ulkemizde kisi basina diisen su iiriinleri tiiketimi yillik
tiretimle artan niifusa gére her gecen yil azalmaktadir. 2007 yilinda 8,6 kg olan ortalama
tiikketim 2016 yilinda azalarak 5,4 kg'a gerilemistir (Cizelge 1.1.) (TUIK 2017).

Cizelge 1.1. Tirkiye’de yetistiricilik yoluyla elde edilen toplam su triinleri tretim
miktarlar1 (TUIK 2017)

Aveilik Uretimi (Ton) Yetistircilik Uretimi (Ton) Kisi
Basina
Toplam Tiiketim

Yillar Deniz icsu Toplam Deniz icsu Toplam (Ton) (Kg)
2000 460.521 | 42.824 503.345 35.646 43.385 79.031 582.376 8,0
2001 484.410 | 43.323 527.733 29.730 37.514 67.244 594.977 75
2002 522.744 | 43.938 566.682 26.868 34.297 61.165 627.847 6,7
2003 463.074 | 44.698 507.772 39.726 40.217 79.943 587.715 6,7
2004 504.897 | 45.585 550.482 49.895 44,115 94.010 644.492 7,8
2005 380.381 | 46.115 426.496 69.673 48.604 118.277 544,773 7,2
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Cizelge 1.1.’in devamu.

2006 488.966 | 44.082 533.048 72.249 56.694 128.943 661.991 8,2
2007 589.129 | 43.321 632.450 80.840 59.033 139.873 772.323 8,6
2008 453.113 | 41.011 494.124 85.629 66.557 152.186 646.310 7,8
2009 425275 | 39.187 464.462 82.481 76.248 158.729 623.191 7,6
2010 445.680 | 40.259 485.939 88.573 78.568 167.141 653.080 6,9
2011 477.658 | 37.097 514.755 88.344 100.446 188.790 703.545 6,3
2012 396.322 | 36.120 | 432.442 100.853 111.557 212.410 644.852 7,1
2013 339.047 | 35.074 374.121 110.375 123.019 233.394 607.515 6,3
2014 266.078 | 36.134 302.212 126.894 108.239 235.133 537.345 55
2015 397.731 | 34.176 431.907 138.879 101.455 240.334 672.241 6,1
2016 301.464 | 33.856 335.320 151.794 101.601 253.395 588.715 54

Avcilik yoluyla yapilan iiretimi ise denizden ve igsulardan avlanan su iriinleri
olusturmaktadir. Tiirkiye’de heniiz yetistiricilik yoluyla iiretimi yapilamayan tatlisu
1stakozu (Astacus leptodactylus) 1985 yilina kadar 6nemli bir tiriin olarak goriiliirken
sonraki siirecte hastalik ve asir1 avciliktan kaynaklanan azalan liretim miktarlart 544
tona kadar gerilemistir. Tiirkiye’de tatlisu 1stakozu avciligi 1960’11 yillarda yurt disinda
tatlisu 1stakozuna olan talebin arttigi zamanlara dayanir. 1984 yilinda tatlisu 1stakozu
tiretiminin maksimum seviyede oldugu zamanlarda {iretim miktar1 8.000 civari iken, bir
mantar hastaligi olan kerevit vebasi (Aphanomyces astaci) nedeni ile 1984 sonrasi
tiretimde ¢ok ciddi azalmalar goriilmiistir (Sekil 1.1.) (Ackefors ve Lindqvist 1994;
Mazlum ve Yilmaz 2006).

Yiiksek ekonomik degere sahip tatlisu 1stakozu (Tiirk kereviti, dar pengeli
kerevit) Astacus leptodactylus, iilkemiz su kaynaklarinda genis bir yayilim alanina
sahiptir (Koksal 1998; Harlioglu 2008; Harlioglu vd. 2017). Bu tiir ile birlikte, Orta
Avrupa’nin dogal istakoz tiirii Austropotamobius torrentium (tas kereviti) iilkemizde
Bati Trakya Bolgesi’nde bazi su kaynaklarinda dagilim gosterdigi bildirilmistir
(Harlioglu vd. 2006; Harlioglu vd. 2007; Guner vd. 2010; Harlioglu ve Farhadi 2017).

Tathisu 1stakozlar1 dogal yasam alanlarinda ekolojik denge icerisinde onemli
rollere sahiptirler. Omnivor beslenme 6zelligine sahip tatlisu istakozlart pek c¢ok
organizmay1 tliketebilmektedirler (Huner 1994; Bolat ve Kaya 2016). Ekosistemde,
organik materyallerin islenmesinde dnemli rol oynayan bu canlilar sistemdeki enerji
dengeleri iizerine etkilidirler (Hessen vd. 1993; Wallace vd. 1997; Zhang vd. 2003;
Bolat ve Kaya 2016). Tatlisu 1stakozlar1 durgun ve akarsu habitatlarinda oynadiklar1 bu
roller nedeni ile anahtar tiir olarak goriilmektedir (Hogger 1988; Momot 1995; Nystrom
2002; Bolat ve Kaya 2016). Bulunduklar1 ortamdan yok olduklarinda veya yeni bir
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ortamda bulunmalar1 sucul ekosistem {iizerinde ciddi birer etkiye neden olabilirler
(Matthews ve Reynolds 1992; Nystrom ve Strand 1996; Bolat ve Kaya 2016).

Tiirkiye’de 1986-1990 yillar1 arasinda tatlisu 1stakozu avciligi veba nedeniyle
yasaklanmis, 1991 yilindan sonra iyilestirilen popiilasyonlarin diizenli olarak avciliga
acilmasi ile 2004 yilinda tatlisu 1stakozu tiretimi 2.317 tona yiikselmistir. Bu artis 2005
yilindan itibaren tekrar gerilemis ve 532 tona diismiistiir. 2016 yi1linda ise iiretim miktari
544 ton olarak gergeklesmistir. Tiirkiye’de tatlisu 1stakozu iiretimi avcilik yoluyla
saglanmaktadir. Gegmis yillarda (1985 yili1 ve Oncesi) tatlisu 1stakozu iiretimi yapilan
avcilik dretimi igerisinde 6nemli bir paya sahipti ve 1984 yilanda toplam tiretim 7.937
ton olarak en yiiksek iiretim rakamia ulasmistir (Sekil 1.1.) (TUIK 2017).
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Sekil 1.1.1979-2016 yillar1 aras1 Tirkiye’de tathisu 1stakozu tretimi (ton/yil) (Alpbaz
2009; Harlioglu 2004; TUIK 2017)

Tatlisu 1stakozlarinda veba hastaligindan sonra bir diger 6nemli hastalik
Fusarium tiirlerinin neden oldugu hastaliklardir. Fusarium tiirii funguslar, tahil
yetistiricilik alanlarinda 6zellikle misir ve kiiciik taneli tahillarda yaygin olarak goriilen
patojen organizmalardir (Wright vd. 1997; Nicholson vd. 2003; Pirgozliey vd. 2003).

Bitkiler i¢in patojen olan birgok Fusarium tiirii, hayvanlarda ve insanlarda
patalojilere yola agabilen ikincil hastaliklara yol agabilmektedir (Bottalico 1988). Yanik
leke hastaligi (Fusarium avenaceum), tatlisu ve deniz kabuklularinda, kabuklarinin
erozyona ugramasi ve nokta seklinde melanizasyonlara yol actig1 bildirilmistir (Evans
ve Edgerton 2002). Hastalikta goriilen baslica semptomlar; melanizasyon, renklenme
lezyonlar1 ve dis iskelet aginmalaridir. Hastalik diigiik stok yogunluguna sahip dogal
tathisu 1stakozu stoklarinda yaygin degildir, ancak stok yogunlugu yiiksek
popiilasyonlarda ve kiiltiir stoklarinda olduk¢a yaygindir ve tatlisu istakozlarinin %
50’sini enfekte edebilmektedir (Evans ve Edgerton 2002).
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Ulkemizde tatlisu 1stakozu hastaliklari ile ilgili ¢alismalarm neredeyse tamami
kerevit vebasi lizerine yapilmistir (Baran vd. 1987; Timur ve Timur 1988; Rahe ve
Soylu 1989; Baran ve Soylu 1989; Timur 1990; Aydin ve Polatsii 1992; Timur vd.
2010). Tirkiye sularindaki tatlisu 1stakozlarinda (A. leptodactylus) yanik Ileke
hastaligina sebebiyet veren bu mantar etkeni (Fusarium avenaceum) ile ilgili bir
aragtirma yapilmadigir gorillmiistiir. Bu tez calismasi ile ilk defa {ilkemizdeki Tirk
tatlisu 1stakozu stoklarindan yanik leke hastaligi etkeni (Fusarium avenaceum)
molekiiler olarak tiir diizeyinde teshis edilmistir.
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2.  KAYNAK TARAMASI

2.1. Tathsu Istakozunun (Astacus leptodactylus) Sistematigi, Biyolojisi ve
Morfolojisi

Diinya’daki onemli tatlisu istakozu tiirlerinin 3 ayr1 aileye mensup oldugu
goriilmektedir. Bunlardan iki aile kuzey yarim kiirede dagilim gosteren Cambaridae ve
Astacidae, digeri ise giiney yarim kiirede dagilim gosteren Parastacidae ailesidir
(Huner 1989). Diinya’da dagilim gosteren 400°den fazla tatlisu 1stakozu tiirti bulundugu
bildirilmektedir ve her gecen yil yeni tiirler kayit altina alinarak bunlara eklenmektedir.
Diinya tizerinde dagilim gosteren maktadir ve bunlardan 10 adedi ekonomik Oneme
sahiptir (Huner 1994,1995). Bu tiirlerden 4’ (Procambarus clarkii, P. acutusacutus, P.
zonangulus ve Orconectes immunis) Cambaridae ailesine; 3’ii (Astacus astacus, A.
leptodactylus ve A. pacifastacus) Astacidae ailesine ve 3 adedi (Cherax
quadricarinatus, C. tenuimanus ve C. destructor) Parastacidae ailesine mensuptur
(Huner 1995; Mazlum ve Yilmaz 2006).

Ulkemizde ise yaygin olarak bulunan dogal tatlisu istakozu tiirii, dar pengeli
kerevit de denilen Tiirk kereviti Astacus leptodactylus turidir (Akhan vd. 2014;
Kalayci ve Akhan 2016). Astacidae ailesine mensup olan tatlisu 1stakozunun sistematigi
Cizelge 2.1.’deki gibidir.

Cizelge 2.1. Tatlisu istakozunun (Astacus leptodactylus Eschholtz, 1823) sistematigi
(Kumlu 1998)

Sube Arthropoda Eklembacaklilar
Sinif Crustacea Kabuklular

Alt Siif Malacostraca Gelismis Kabuklular
Takim Decapoda On ayaklilar

Aile Astacidae Tatlisu Istakozlari
Cins Astacus Tatlisu Istakozu

Tiir Astacus leptodactylus Tatlisu 1stakozu

A. leptodactylus, Avrupa tatlisu istakozlarina benzer olup soguk bir tiirdiir.
Ureme doénemleri yasadiklari ortamin iklim 6zelliklerine gore degisiklik gostermektedir.
Su sicakliklarinin diistiigii sonbahar aylarinda iireme donemleri baslamaktadir. Su
sicakliginin 7-12 °C oldugu Ekim-Kasim aylarinda ¢iftlesme donemleri baslar ve 4-6
hafta sonra (su sicakliginin 6-11 °C oldugu dénemlerde) yumurta birakirlar. Kis ve
ilkbahar aylar1 yumurtalarin kulucka donemleridir. Disiler yumurtalarini iliman iklim
kusaginda 5-6 ay, soguk iklim kusaginda 6-7 ay ve daha fazla siire tasimaktadirlar.
Dogal kosullarda yumurtalarin gelisim stireleri 150 ile 210 giin veya daha fazla zaman
siirebilmektedir (Hofmann 1971; Mazlum ve Yilmaz 2012).
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Ulkemizde tatlisu 1stakozlar1 2-3 yilda cinsi olgunluga ulasirlar. Disi bireyler
yilda bir kez ve 200-400 adet arasinda yumurta verebilmektedirler (Lee ve Wickens
1992). Tathisu 1stakozlarinda kabuk degisimi canlinin biiyiikliigiine, bulunduklar
ortama, mevsime ve yasa bagl olarak gerceklesmektedir (Tcherkashina 1977; Mazlum
ve Yilmaz 2012).

Tathisu 1stakozlarinin ortalama Omiirleri 5 ile 20 yil arasindadir. Bataklik
ortaminda oldukga hizli gelismektedirler ve 4-5 yilda boylar1 10-12 ¢cm uzunluguna ve
agirliklart da 75-100 g’a kadar ulasabilmektedir. Su sicakligina bagli olarak Ekim ve
Kasim aylarinda giftlesirler ve Temmuz ayinda yumurtalarini agarlar (Kaya ve Avsever
2008).

Tathisu 1stakozlarmin viicutlar1 iki kisimdan olusmaktadir. Bu kisimlar
sefelatoraks (bas ve gogiis kismi) ve abdomendir (karin kismi1). Bu kisimlar toplamda 19
segmentten olusurlar. Bas ve toraksi kapsayan bolim (sefalotoraks) sert ve
boliimlenmemis bir kabuk olup karapaksi olusturur (Sekil 2.1.).

Bas kisminda; 2 ¢ift anten, gozler, 1 ¢ift mandibular uzanti, 2 ¢ift maksil ve 3
¢ift maksilliped bulunur. Gozler arasindan ileriye dogru uzanan rostrum ad1 verilen sivri
bir ¢ikinti bulunmaktadir. Ayrica gozlerin 6n ve arka kisimlarinda diken seklinde
cikintilart vardir (Sekil 2.1.).

Toraks kismi1 sekiz segmentten meydana gelmektedir. Ik {iciinde cene ayaklari
denilen maksillipedler bulunmaktadir. Baskaca 5 ¢ift de yiirlime ayaklari
bulunmaktadr. 11k iki ¢ifti keskin ve genis olmakla birlikte, kiskag olarak bilinmektedir.
Abdomen kismui alttan ve istten belirgin sekilde segmentli bir yapiya sahiptir. Bolge
birbiri lizerinde hareket eden 6 segmentten olugsmaktadir. Abdomen kisminda ylizme
ayaklart (pleopod) denilen ¢ikintilar vardir. Disilerde yiizme ayaklari, yumurtalarini
tutmalarini saglar. Ayrica tatlisu 1stakozu tiirlerinin teshisinde, cinsiyet ve olgunlugunun
tespitinde kullanilir. Son kuyruk kisminda da telson ve tiropod bulunur ve disilerde aniis
bu kismin ventralinden disart agilir (Sekil 2.2.). Erkeklerde ilk iki pleopod ¢ifti spermin
transferini saglayacak sekilde o6zellesmistir. Tathisu 1stakozu kuyrugunu karninin alt
kismina ¢ekerek, karindaki kaslar sayesinde bulundugu noktadan oldukg¢a hizli bir
sekilde geri ¢ekilmesini veya ziplamasini saglar (Mazlum ve Yilmaz 2012).
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Sekil 2.1. Tatlisu 1stakozu dorsal goriiniim (Orijinal)

Sekil 2.2. Tatlisu 1stakozu ventral gériintim (Orijinal)
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2.2. Tathsu Istakozlarinda (Astacus leptodactylus) Goriilen Hastaliklar
2.2.1. Viral hastahklar

Tatlisu 1stakozlarinda goriilen viral hastaliklarin ¢ogu Cherax cinsine mensup
tirlerden rapor edilmistir. Viral hastaliklarin etkeninin ¢ogunlukla basilliform viriisler
(IBVs) oldugu bildirilmistir. Tatlisu 1stakozlarinda en sik goriilen Vviral hastaliklar ise;
Intraniikleer Basiliform Viriisler (IBV), Birnaviridae, Nimaviridae, Parvoviridae,
Picornaviridae, Reoviridae, Totiviridae ve tamimlanmamis viral enfeksiyonlar olarak
siiflandirilmaktadir (Longshaw 2011).

Viral hastaliklar arasinda en 6nemli olan1t WSSV (Beyaz leke sendrom viriisii)
hastaligidir. Beyaz leke hastaligi, tatlisu istakozlarinda goriilen en Oliimcil viriis
hastaliklarindan biridir. Mortalitesi ¢ok yiiksek olan bu viriis, tatlisu i1stakozlarinda 3 ile
10 giin arasinda %100’¢ varan oliimlere yol actigi bildirilmistir (Chou vd. 1995;
Wongteerasupaya vd 1995).

2.2.2. Bakteriyel hastahiklar

Tatlisu 1stakozlarinda bakteriyel enfeksiyonlar olduk¢a yaygin olarak
goriilmektedir ve bir¢ogu firsat¢1 enfeksiyonlar olarak bilinmektedir. Genellikle tatlisu
1stakozlarindan izole edilen bakteriler Acinetobacter, Aeromonas, Bacillus, Citrobacter,
Corynebacterium, Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas, Staphylococcus ve
Vibrio cinslerine mensup bakterilerdir (Smith ve Séderhall 1986; Vey 1986; Alderman
ve Polglase 1988; Edgerton vd. 2002; Quaglio vd. 2006).

Tatlisu 1stakozlarinda en sik goriilen bakteriyel hastaliklar ise; Coxiella cheraxi,
Nocardia, Spiroplazma, Vibrio, Aeromonas cinsine mensup bakteriler olarak
bilinmektedir (Longshaw 2011).

Tatlisu 1stakozlarinin mide floralarinda da bulunan Flavobacterium sp. tiirii
kabuksuz donemlerinde beslendikleri sicak ve besince zengin si1g sularda, az miktarda
patojenik toksinler salgilayan bakterilerdir. Flavobacterium sp. tiiriiniin salgiladigi
endotoksinler 1stakoz viicudunda birikerek tutulduklar: kapali ortamlarda 12 ile 24 saat
igerisinde oliimlerine neden olabilmektedir. Kerevitlerde Pseudomonas sp., Citrobacter
freudii ve Aeromonas sp. hastalik etkeni olabilecek diger bakteri tiirleridir. Citrobacter
freudii tlirii tathisu 1stakozlarinda orta mide enfeksiyonuna neden olmaktadir.
Hepatopankreas renginin kahverengiye doniismesine sebep olan etkenlerden biridir.

Tatlisu 1stakozlarinda gozlenen bir diger bakteriyel hastalik ise bakteriyel
hemorajik septisemidir. Septisemi, ¢evre kosullarmin uygun olmadigi durumlarda
ortaya ¢ikmaktadir. Yiiksek su sicakliklari, organik maddenin asir1 yogunlugu, diisiik
oksijen seviyesi ve ylksek nitrit/nitrat konsantrasyonlarima maruz kalindiginda
enfeksiyonun yayilim hizi da artmaktadir. Aeromonas, Pseudomonas ve Enterobakter
hemolenf sivisinda bulunan diger bakteri tiirleridir ve 1stakozlarin dogal yasam
ortamlarinda da bulunmaktadir. Hastalikl1 bireylerde goriinen semptomlar, hareketsizlik
ve sonrasinda Oliim olmaktadir. Tatlisu 1stakozlariin bagisiklik sisteminin zayiflamasi
ve Dbakterilerin salgiladiklar1 toksinler nedeniyle Oliimleri gerceklesmektedir.
Yetistiricilikte tatlisu 1stakozlarinin yaklasik %20-60’1 bu bakterileri tasimaktadir.
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Dogal 1stakoz stoklarma oranla kiiltiir kosullarinda yasayan 1stakozlarin daha yiiksek
oranda hastalandigi tahmin edilmektedir (Mazlum ve Yilmaz 2012).

Aeromonas hydrophila, genel olarak baliklar, midyeler ve insanlarda hastalik
yaptigi bilinen, tatli sularda yaygin olarak bulunan bir bakteri tiiriidiir (Tulsidas vd.
2008). Bakteri saglikli olarak goriinen tatlisu 1stakozlarindan izole edilmis ancak kiiltiir
kosullarinda hastaliga neden olacagi 6ngoriilmiistiir (Quaglio vd. 2006).

Isveg’te Jiravanichpaisal vd (2009) A. hydrophila ve birkag farkli bakteri tiirii
izole etmis; s1v1 besiyerinde iiretmis, bakteriyel ekstraseliiler tiriinleri ayirmis ve farkli
sicakliklarda tutulan tatlisu 1stakozlarindan izole etmistir. Bu bakterilerden birkagi farkli
sicakliklarda patojen olsa da Olimlerin ¢ogunun A. hydrophila tiiriinden kaynakli
oldugunu tahmin etmiglerdir. A. hydrophila enjekte edilen kerevitlerde 22 °C sicaklikta
6 saat sonra Oliimlerinin gerceklesmeye basladigr bildirilmistir. Enfekte edilmis
1stakozlarda histolojik muayene sonucunda dokuda bir¢ok nekrotik lezyon ve siniislerde
hemosit birikiminin oldugu rapor edilmistir.

2.2.3. Paraziter hastaliklar

Psorospermium haeckeli, Haeckel (1857) tarafindan bulunmus ve Hilgendorf
(1883) tarafindan bir parazit tiirli olarak tanimlanmistir. Bu parazit tiirii tatlisu 1stakozu
karapaksinin altindaki bag doku liflerinin bagh oldugu kisimlarda bulunmaktadir.
Avrupa tatlisu 1stakozlarinda ¢ok sik goriilmektedir. Parazit tatlisu 1stakozlarinin kabuk
degisimi sirasinda ortaya ¢ikmaktadir ve dliimlere neden olmaktadir. 100 yildan fazla
stiredir bilinen bu tiirlin yasam dongiisii hala tam olarak bilinememektedir (Vogt ve Rug
1995).

Thelohania cinsleri Avrupa tatlisu istakozlarinda ciddi bir patojeniteye sahiptir
ve tatlisu 1stakozlarinda porselen hastaligina yol agmaktadir. Bu tiirler tatlisu
istakozlarimin genellikle kas dokusunda bulunur ve opak veya beyazimsi bir renk
olustururlar. Bu parazit tiirii kas hiicrelerinin icerisinde yasamaktadir. Bulunduklar1 kas
liflerinin de par¢calanmasina neden olurlar. Tatlisu 1stakozlarinin kiskag¢ ve karin bolgesi
bu durumdan en ¢ok etkilenen bolgeleridir. Bazi durumlarda kalp ve mide kaslarinda da
bulunabilmektedir. Hastaligin ileri evrelerinde tatlisu i1stakozunun abdomen kisminda
matlagmalar goriilmektedir (Sekil 2.3.) (Mazlum ve Yilmaz 2012).
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Sekil 2.3. Porselen hastalig1 (Quaglio vd. 2011)

Tatlisu 1stakozu siiliigii olarak bilinen Branchiobdella, 1-12 mm uzunluguna
sahip olan tatlisu istakozlarinda ektokomensal ve ektosimbiyotik olarak goriilmektedir.
Tatlisu 1stakozlarinin solungag¢ ve karapaksin dis bolgelerinde konake¢i birey olarak
goriiliir ve mevsime gore baska tiirleri de tatlisu 1stakozlarina konuglanabilir (Edgerton
vd. 2002). Konakg¢1 bireyin aktarimi tatlisu istakozlarinin birbiri ile temasi sirasinda
gerceklesir. Branchiobdelid’lerin patojen olduguna dair birkag 6neri vardir. Bunlardan
en onemli olani, baz1 tiirlerinin konak bireyin solungaglarinda malenizasyona sebep
olmasi olarak gosterilmektedir (Alderman ve Polglase 1988). Branchiobdelid cinsi ile
ilgili yalmizca bir mortalite bildirilmis ve Olen bireyin de oliim nedeni daha cok
bakteriyolojik veya diger tiir patojenlerle ilgili oldugu bildirilmistir (Hubault 1935). B.
hexadonta tiirii tatlisu istakozlarinin solungaglarindan kan sivist emerek parazitik etki
gosterdigi  bildirilmektedir (Mazlum ve Yilmaz 2012). Ulkemizde bu parazitin
kerevitlerden verilen kaydi bulunmaktadir (Odabas1 vd. 2016).

2.2.4. Mantar hastaliklar1

Aphanomyces astaci, kerevitlerde en ¢ok caligilan mantar hastaligidir. Bununla
birlikte, bir¢ok farkli mantar tiirleri kerevitlerden izole edilmis ve rapor edilmistir.
Bunlardan bazilar1: Fusarium spp. Alternaria sp., Hormodendrum sp., Aspergillus sp.
ve Uncinula sp. oldugu soOylenebilir. Ayrica tatlisu istakozlarinda hastalik yapan
mantarlar Oomycetes, Sedariomycetes, Microsporidia olarak da siniflandirilmaktadir
(Longshaw 2011).

2.2.4.1. Tathsu 1stakozu (Kerevit) vebasi

Kerevit vebasi ilk olarak Kuzey Amerika’dan Avrupa’ya 1860’11 yillarda
tasindig1 tahmin edilmektedir (Cornalia 1860; Alderman 1996). Sonrasinda Avrupa’nin
tamamima yayilmis 1981°de Ingiltere (Alderman vd. 1984), 1985°de Tiirkiye (Baran ve
Soylu 1989; Rahe ve Soylu 1989), 1987°de irlanda (Reynolds 1988) gibi birgok iilkede
tespit edilmistir. Isve¢’te yerli kerevit popiilasyonlarmin %90’inmn veba sebebiyle
0ldiigi tahmin edilmektedir (Edsman 2000). Bu hastaliga sebebiyet veren

10
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Aphanomyces astaci’nin varligi ve tasinma yolu yaklasik 140 yildir bilinmektedir
(Oidtmann vd. 2002).

Tiirkiye’de kerevit vebasi ilk olarak 1986°da Civril goliinden rapor edilmistir.
Buradan diger tath su kaynaklarina bulasan hastalik nedeniyle iilkemiz tatlisu 1stakozu
stoklar1 biiyiik oranda tahrip olmustur (Baran ve Soylu 1989; Avsever vd. 2011). A.
astaci, Avrupa, Asya ve Avustralya tatlisu 1stakozu tiirlerine karsi patojenik olmasina
ragmen Amerikan tiirleri veba etkeni mantara karsi duyarhi degildir (Sekil 2.4.)
(Unestam 1969, 1972, 1975; Unestam ve Weiss 1970).

Sekil 2.4. Tatlisu 1stakozu (kerevit) vebasi semptomlarinin canli iizerindeki goriintiisii
(Orijinal)

A. astaci, Oomycota subesine aittir ve Saprolegniales takiminda yer almaktadir.
Bu takim “watermoulds” ismi ile yaygin olarak bilinmektedir ve ger¢cek mantar olarak
kabul edilmemektedir. Ger¢cek mantarlar olan Eumycota’dan daha c¢ok kahverengi
alglere ve diyatomlara yakin akrabalardir (Stephens vd. 2005; Buller 2008). A. astaci,
renksiz, seffaf, ince dallanmis, septasiz, graniiler bir sitoplazmaya sahiptir. Hifalar;
yuvarlak uglu, kisa dallt olup 4-5 mikron genisligine sahiptir (Alderman ve Polglase
1984). A. astaci’nin hifalar1 1stakoz tizerinde kiitikiiliin yumusak kisimlarina yerlesir.
Hifalar ayn1 zamanda ventral sinirlerde ve beyin gangliyonunda da gelisebilir. Ancak bu
gelisim bazen histolojik muayenede goriilmeyebilir. Hifalar 6zellikle gézde, nadir
olarak da diger organlarda goriiniir ve hastalik ¢cok fazla ilerlemedigi siirece kaslara
ulagmaz (Stephens vd. 2005). Ancak tatlisu istakozunda yapilan klinik bulgularda A.
astaci mantarinin canli {izerinde kahverengi melanizasyonlara neden oldugu
gorilmektedir (Sekil 2.4.).

A. astaci kaynakli enfeksiyon 4 asamada ger¢eklesmektedir. Bunlar; tanima,
tutunma, penetrasyon ve hastalik gelisimi asamalaridir (Cerenius ve Soderhdll 1984).
Nyhlén ve Unestam (1978) tarafindan gerceklestirilen calismalarda hastaligin
penetrasyon asamasinda A. astaci, konak bireyin dokusuna penetre olabilmek i¢in
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kitinolitik ve proteolitik enzimler sentezlemektedir. Donpudsa vd. (2010) tarafindan
yapilan ¢aligmada ise hastaliga direngli olan Pasifastacus leniusculus tiiriinde A. astaci
tarafindan sentezlenen proteolitik enzimleri inhibe eden mekanizmalar1 bulunmaktadir.

Bu hastaligin tath su kaynaklarina bulasmasindan sonra baliklar, su kuslar1 ve
tatlisu 1stakozlar1 patojen A. astaci mantarmin sporlarmi hizli bir sekilde ¢evreye
yaymalarina sebep olmuslardir (Muller 1973; Timur vd. 2010).

2.2.4.2. Saprolegnia parasitica enfeksiyonu

Baliklarda patojen etkileri bilinen Saprolegnia parasitica bir mantar tiiri
olmakla birlikte, deri {izerinde enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Son yillarda tatlisu
1stakozlarinda ise % 60’lara varan dliimlere yol agmaktadir. Hastaligin yayilimi mantar
sporlariin tagmimi ile olup, kerevit vebasina benzerlik gostermektedir. Yogun
stoklarda ise hizla yayilmaktadir. Baliklarda bagisiklik sisteminin zayif oldugu, kis
aylarinda ve yumurtlama donemlerinde gézlenmektedir (Sekil 2.5.) (Amborski 1980;
Mazlum ve Yilmaz 2012).

Sekil 2.5. Saprolegnia parasitica mikroskobik goriintiisii (Diéguez-Uribeondo vd.
2007)

Tatlisu 1stakozu yumurtalarina bu enfeksiyon disinda farkli Saprolegnia sp.
tiirleri de bulasmaktadir. Daha ¢ok dollenmemis yumurtalara bulasan bu tiir, dollenmis
yumurtalarda ise hizli bir sekilde yayilim gosterir. Bu mantar tiiriiniin bulasma hizinin
oldukga diisiik olmas1 nedeniyle su kalitesinin iyi oldugu habitatlarda bir problem teskil
etmedigi gézlemlenmistir. (Mazlum ve Yilmaz 2012).

2.2.4.3. Yanik leke hastalig

Yanik leke hastalig1 etkeni bir tiir mantar olan Fusarium avenaceum tarafindan
olusturulmaktadir. Sucul canlilarda ve 0Ozellikle tatlisu 1stakozlarinda kabuklarin
erozyona ugramast seklinde bildirilmistir. Diisiik stok yogunluguna sahip tatlisu
1stakozlarinda yaygin olarak gériinmeyen bu mantar tiirii, stok yogunlugunun yiiksek
oldugu durumlarda tatlisu istakozlarinin %50’sini enfekte edebilmektedir (Evans ve
Edgerton 2002). F. avenaceum karpuz, bugday, patlican, fasulye, misir vb. birgok bitki
tirlerinde olduk¢a Onemli bir patojeniteye sahiptir. Bunun yani sira insanlarda ve
hayvanlarda da hastaliklara neden olabilmektedir.
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Tatlisu 1stakozunda yanik leke hastaligi ile ilgili ¢ok az calisma yapildig:
goriilmektedir. Daha ¢ok bitkilerde goriilen bu mantar cinsine ait tiirler, sucul canlilarda
¢ok az da olsa ikincil hastalik olarak bilinmektedir.

Makkonen vd. (2013) tatlisu istakozunda yanik leke hastaliginin teshisi {izerine
bir ¢alisma yaparak sonuglarini rapor etmistir. Yapilan bu calismada, Estonya
anakarasinda ve Saaremaa adasindaki Astacus astacus stoklarinda yanik leke
hastaliginin salgin oldugu belirtilmistir. Hastaligin nedenini arastirmak i¢in Estonya’dan
temin edilen istakoz oOrneklerindeki melanize bolgelerinden dokular alinip, DNA
izolasyonu gergeklestirildikten sonra ITS primerleri ile bolge ¢ogaltilmis ve dizilerin
DNA analizi gergeklestirilmistir. Bu ¢aligma sonucunda kerevit popiilasyonlarindaki
melanizasyonlara neden olan hastalik etkeni F. avenaceum olarak teshis edilmistir.

Patolojisi: Mantar enfekte istakozun kabugunda lezyon, kahverengilesme ve
yapisal bozukluklara yol agmaktadir. Genellikle tatlisu istakozu dokusunu penetre
edememektedir. Yanik leke hastaligi yarali veya hasta olan kerevitlerde ikincil
enfeksiyon olarak goriilmektedir.

Teshis: Klinik teshisi tatlisu 1stakozu doku iizerinde melanizasyonlara bakilarak
goriilmektedir. Molekiiler teshisi ise polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) kullanilarak
hizl1 ve spesifik bir sekilde yapilmaktadir.

Tedavi: Yanik leke hastaliginin heniiz bilinen bir tedavisi bulunmamaktadir ve
tedavisi tizerine herhangi bir arastirma yapilmamastir.

Hastaligin etki ettigi tiirler: Yapilan calismalar dogrultusunda Astacus astacus ve
Astacus leptodactylus tiirlerinde goriilmektedir. Diger tatlisu 1stakozu tiirleri tizerindeki
etkisi heniiz bilinmemektedir.

2.3. Fusarium Cinsi Hakkinda Genel Bilgi ve Yapilan Cahismalar

Fusarium tiirleri dogada olduk¢a yaygm olarak bulunmaktadir. Ozellikle
tarimsal bitkiler i¢in, ayn1 zamanda da insan ve hayvanlarda da patojeniteye sahiptir.
Fusarium cinsi monofiletik degildir. Fusarium enfeksiyonlarinda mortalite oranlari
hastalarin bagigiklik sisteminin direncine gore degisiklik gosterebilmektedir. Bagisiklik
sistemi baskilanmig organizmalarda daha sik goriilmektedir. Fusarium tiirleri en ¢ok
bitkilerde rastlanmaktadir ve c¢ok cesitli hastaliklara neden oldugu belirtilmistir. F.
graminearum ve F. oxysporum tiirleri en ¢ok rastlanan 10 bitki patojenitesi arasinda yer
almaktadir.

Anamorfik Fusarium cinslerine ait 1.500 tiir, alttiir ve ¢esitleri bulunmaktadir ve
ayni zamanda Fusarium spp.’ye ait 7 tane teleomorf cinsi vardir. Ayrica, Fusarium cinsi
icinde 7 tiir kompleksi (F. solani, F. oxysporum, F. incarnatum-equiseti, F. fujikuroi, F.
dimerum ve F. sporotrichioides) bulunmaktadir (Asan 2011).

Fusarium tirii funguslar, diinyada tahil yetistiricilik alanlarinda en g¢ok
misirlarda goriilen ve ekonomik kayiplara yol agan mikroorganizmalardir. Birgok
Fusarium tiirii, hayvanlarda ve insanlarda ikincil bir hastalik olarak goriilebilmektedir.
Cografik dagilimi, sicaklik ve nem gereksinimlerine bagli olarak birkag Fusarium
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tirtiniin uluslararas1 diizeyde 6zel 6nemi vardir: Fusarium graminearum, Fusarium
culmorum ve Fusarium avenaceum (Parry vd. 1995; Bottalico ve Perrone 2002).

Sordariomycetes simifina ait bazi mikroorganizmalarin tatlisu 1stakozlarinda
hastaliga sebep oldugu Fusarium cinsi adi altinda rapor edilmis ancak tiir bazinda
tamimlanmamustir (Quaglio vd. 2006). Alderman ve Polglase (1985) Austropotamobius
pallipes’ de goriilen Fusarium kaynakli bir enfeksiyon teshis etmislerdir. Enfekte olan
1stakozlarin kabuk degistirmeleri yavaslamis ve solungaglar1 etrafinda c¢ok sayida
melanize kapsiiller olustugu bildirilmistir. Bu nedenle hastaliga ‘“siyah solungag
hastalig1” adi1 verilmistir.

Histolojik bulgularda gelisen melanize kapsiillerin fungal miselyum icerdigi
hemositler tarafindan ¢evrildigi goriilmiistiir. Enfeksiyonun ileriki agsamalarinda hemosit
birikimi ve melanizasyonun arttigi tespit edilmistir. Fusarium oxysporum kanyakl
lezyonlar Maestracci ve Vey (1987) tarafindan A.leptodactylus ve A.pallipes tiirlerinin
solungaglarindan rapor edilmistir. Bu vaka Alderman ve Polglase (1985)
Plectosporium tabacinum olarak tanimladigi etkenin sebep oldugu semptomlar ile ¢ok
benzerlik gostermektedir.

Diger bir Fusarium kaynakli hastalik olan “Kahverengi abdomen hastaligi” nin
etkeni Chinain ve Vey (1988) tarafindan Fusarium solani olarak rapor edilmistir.
Chinain ve Vey (1988) ve Edgerton vd. (2002) tarafindan bu fungusun iirettigi
ekzotoksinlerin tatlisu 1stakozlarinda oldiiriicti etkiye sahip olabilecegi bildirilmistir.
Edgerton vd. (2002) herhangi bir temel dayanagi olmamasina ragmen Vey (1979)’in
rapor ettigi Fusarium tiiriiniin F.roseum oldugunu bildirmektedir (Longshaw 2011).

Chinain ve Vey (1988), Astacus leptodactylus tiiriniin Karin kisminda
karakteristik kahverengi lekelere yol agan enfeksiyonu arastirmistir. Bu kahverengi
abdomen hastaligina Fusarium solani tiirii fungusun neden oldugu bildirilmistir. Yapay
olarak yaralandirilan A. leptodactylus ve Kuzey Amerika istakozu Pacifastacus
leniusculus’ta mikozis deneysel kosullar altinda c¢ogaltilmistir. Tatlisu 1stakozu
govdesinde yaralanan bolgelerde enfeksiyonun gelisimi belirlenmistir. A. leptodactylus
tiirliniin bu enfeksiyona kars1 daha direngli oldugu belirlenmistir.

Khoa vd. (2005), 2000-2003 yillar1 arasinda Japonya’daki kuruma karideslerinin
(Penaeus japonicus) siyah solungaglarindaki lezyonlardan 9 farkli Fusarium susu izole
edilmistir. izole edilen biitiin suslar bazi morfolojik karakterler gdstermistir. Rastgele
secilen 2 sus, kuruma karideslerinde intramiiskiiler enjeksiyon yoluyla patojenlik
gostermistir. Temsili bir izolatin kesin morfolojik &zelliklerine bakildiginda Fusarium
solani kompleksinin bir tiyesi oldugu tespit edilmistir. 5.8S ribozomal DNA ve 28S
ribozomal DNA bdlgesi de dahil olmak iizere, ITS bolgelerine ait dizilere dayanan
filogenetik analizler, test edilen 5 susun monofiletik oldugunu gdstermistir. Mevcut
suglardan ve filogenetik F. solani morfolojik ve filogenetik 6zellikleri ile agik¢a ayirt
edilmistir.

Tiirkiye’de yaklasik 99 farkli Fusarium tiirii iizerinde caligma yapildig: tespit

edilmistir. F. oxysporum, F. solani, F. equiseti ve F. moniliforme, Tirkiye'den
bildirilen en yaygin tiirlerdir (Asan 2011).
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2.3.1. Fusarium avenaceum’ un sistematigi

Fusarium cinsi Eumycota'ya mensup en adaptif mantar cinsidir. En 6nemli
tiyelerinden birisi de Fusarium avenaceum tirtdir. F. avenaceum’un sistematigi
Cizelge 2.2.’deki gibidir.

Cizelge 2.2. Fusarium avenaceum’un sistematigi (Leslie ve Summerell 2006)

Alem: Fungi

Sube: Ascomycota

Alt Sube:  Pezizomycotina
Sinif: Sordariomycetes

Alt sif: Hypocreomycetidae

Takim: Hypocreales

Aile: Nectriaceae

Cins: Fusarium

Tiir: Fusarium avenaceum

2.3.2. Fusarium avenaceum’ un morfolojisi
)

Fusarium avenaceum’a ait koloniler PDA besiyerinde en fazla 3,5.-4,0 cm
capinda dairesel olarak goriilmektedir (Sangalang vd. 1995). PDA besiyerinde 20-
25°C’de 10-14 giin inkiibe edildiklerinde bordo pembe renkli miselyumlar gelisir (Sekil
2.6.).
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Sekil 2.6. F. avenaceum’un PDA besiyerindeki goriiniimii (Makkonen 2013)

Hifalar1 seffaf ve en fazla 5-7 septali olan bir mantar tirtidiir (Sekil 2.7.).
konidyoforlar1 genellikle seffaf ve septasizdir. Miselyumdan farklilasarak catallagsan
konidyoforlar ayr1 ayr1 olusum sergilerler. Tek tek tireyen mikrokonidiler septasiz, oval
ve diiz veya hafif oval seklinde goriinmektedirler.

Sekil 2.7. F. avenaceum’un makrokonidi seklindeki spor yapisi (Dubos vd. 2011)

Fusarium tiirlerinin ayirt edilmesinde en birincil 6zellik makrokonidiyum sekilli
sporlara sahip olmalaridir. Bu sporlarin uglarinda tiirler arasinda farklilasan kivrimlar
vardir ve genellikle 3-5 segmentten olusur (Sekil 2.8.).
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Sekil 2.8. Fusarium tiirlerine ait makrokonidi seklindeki spor yapilari. A-D;
Makrokonidiyal sekil ve uzunluktaki degisimler. A, F. decemcellulare. B, F. longipes.
C, F. culmorum. D, F. chlamydosporum. E-H, Makrokonidiyanin bazal hiicrelerindeki
degisim. E, F. culmorum. F, F. crookwellense. G, F.avenaceum. H, F. longipes. I-L,
Makrokonidi apikal hiicrelerdeki degisim. I, F. culmorum. J, F. decemcellulare. K, F.
verticillioides. L, F. longipes (Summerell vd. 2003)

2.4. Molekiiler Tan1 Yontemleri

Gelisen teknolojinin mikrobiyoloji alanindaki en 6nemli yenilikleri molekiiler
tanimlama yontemleridir. Molekiiler tanimlama tekniklerine her giin yenilerinin
eklenmesi, bilimsel ¢aligmalara olduk¢a yarar saglamaktadir ve yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu nedenle iilkemizde son yillarda kullanilan bu yontemlerin bilimsel
arastirmalar lizerindeki hizi artmistir (Cetinkaya ve Ayhan 2012).

Mikrobiyolojide tani ve teshis alaninda hizli yontemler ilk olarak 1960’larda
kullanilmaya baslanmistir. Son 40 yilda bu hizli tan1 yontemlerin gelisimi artan hizda
devam ederek giiniimiizde kullanilan rekombinant DNA teknolojisine dayali molekiiler
tan1 yontemleri gelistirilmistir (Fung 2006). Hizli tan1 yontemleri baslangicta
biyokimyasal tan1 yontemleri olarak ortaya ¢ikmigken 1975-1985 yillarinda serolojik
testlerin gelisimi ile devam etmistir. Bugiinkii anlamda molekiiler yontemler ise 1990’11
yillarda polimeraz zincir reaksiyonunun (PZR) kesfi ve uygulanmasi baglamig
giiniimiize kadar biyosensor ve mikroarray gibi sistemlerin gelisimi ile devam etmistir
(Fung 1995; Aras 2011).

Molekiiler tan1 yontemleri, hastaliklarin tespit edilmesinde ve tedavilerinde
oldukca 6nemli bir role sahiptir. Mikrobiyoloji, immiinoloji ve genetik alanlarinda sik¢a
kullanilan yontemlerdir. Molekiiler tan1 yontemleri mikrobiyolojide, hastaliklara neden
olan parazit, bakteri, viriis ve mantarlarin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Molekiiler
tan1 yontemlerinin yogun olarak kullanildig: alanlar, ilaglarin tespiti, gen bozukluklari,
kanser tiirleri ve enfeksiyoz hastaliklarin teshis olarak siralanabilir (Aras 2011).

Molekiiler ¢alismalar, mikroorganizmalarin DNA  molekiil  yapisinin
tanimlanmasina dayanmaktadir. DNA’ya dayali PZR metotlart molekiiler tan1 amagh
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olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Molekiiler yontemler, mikroskobik caligmalarda
goriilmesi, kiiltiirde tiretimi uzun zaman alan, zor veya olanaksiz mikroorganizmalarin
teshisinde 6nemli rol oynamaktadir (Grinsted ve Bennett 1988; Caetano-Anolles 1993;
Pepper vd. 1995; Perry ve Staley 2000).

PZR yontemi konak¢i veya patojen numunelerinden hastalik etkeni
mikroorganizmalarin tanisinda kullanilan hizli, dogru ve giivenilir bir molekiiler
yontemdir. Bu yontem, her tiirlii viral, bakteriyel, paraziter ve mantar hastalik etkenine
ait gen bolgesine ait dizilere tamamlayici olan ve PZR igleminde hedef gen bolgesinin
cogaltilmasinda rol alan primer adi verilen 6zel oligoniikleotitler ve Taq DNA
polimeraz enzimi kullanilarak in vitro olarak ¢ogaltilmasin1 saglamaktadir.
Mikroorganizmalarin teshisinde oldukga gilivenilir ve hizli yontemdir (Persing 1991).
PZR islemi DNA molekiilii iizerinde bulunan hedef gen bdlgesine 6zel primerin
baglanarak hedef gen bolgesinin defalarca ¢ogaltilmasi esasina dayanir (Prichard 2001;
Biskin vd. 2011). Giiniimiizde, konvansiyonel PZR, ¢oklu (miiltipleks) PZR, kantitatif
PZR, ger¢ek zamanli PZR gibi cesitli PZR teknikleri gelistirilmis ve kullanilmaktadir.
PZR ile birlikte kullanilan DNA’ya dayali belirtegler ise DNA parmak izi ¢ikarmaya
yarayan belirtecler (RAPD, RFLP, AFLP, mikrosatallitler gibi) ve niikleotid farkliligina
dayal1 dizi belirtecleri olarak siralanabilir.

Fungus etkenlerin molekiiler tanis1 direkt konake¢r dokusundan veya kiiltiire
edilmis mantar dokusundan elde edilen DNA numuneleri ile yapilabilmektedir.
Molekiiler tanida amag¢ hizli ve giivenilir bir sekilde mantar enfeksiyonunun hasta
tizerinde kanitlanmasi ve daha sonra ise enfeksiyon etkeni patojenin tiir diizeyinde
tanimlanmas1 amaglanmaktadir. Funguslarin tiir diizeyinde tanimlanmasinda yaygin
olarak mitokondrial DNA boélgeleri kullanilmaktadir. Mitokondrial genoma ait kiigiik
(18S) ve biiylik (28S) ribozomal alt iiniteleri arasinda bulunan internal transcribed
spacer (ITS) bolgeleri, sitokrom oksidaz (COX), sitokrom b, P450L1A1 dimetilaz ve
aktin bolgeleri genomik alanda en ¢ok tercih edilen bolgelerdir (Susever ve Yegenoglu
2011). ITS bolgeleri funguslarda taksonomik caligmalarda tiir tespiti ve tiirler arasi
iliskilerde oldukga yaygin olarak kullanilmaktadir (Begerow vd. 2010).

18S st | 588 E 28S

Sekil 2.9. Funguslarda ribozomal RNA geni ve cevresindeki ITS bdlgelerinin
goriiniimii (Begerow vd. 2010)

Niikleer rRNA sistronu, mantar teshisi ve filogenetik icin 20 yildan fazla
(Begerow 2010) kullanilmaktadir ve bilesenleri CO1’e alternatif olarak tartisilmaktadir
(Rossman 2007; Eberhardt 2010). Okaryotik rRNA sistronu, RNA polimeraz I
tarafindan bir birim olarak kopyalanan 18S, 5.8S ve 28S rRNA genlerinden olusur. Bu
genler genellikle ITS bolgesi olarak adlandirilir. 18S niikleoz ribozomal kiigiik altbirim
rRNA geni (SSU) yaygin olarak filogenetikte kullanilir ve homologu (16S) genellikle
bakteriler igin bir tiir tan1 olarak kullanilir (Stackebrandt 1994), mantarlarda daha az
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degisken alana sahiptir. 28S niikleer ribozomal biiyiik subunit rRNA geni (LSU) bazen
kendi basma ya da ITS ile kombine sekilde tiirleri ayirt etmektedir. Mayalar igin,
LSB’nin D1/D2 bolgesi, DNA barkodlama kavraminin gelistirilmesinden ¢ok once
tiirlerin karakterize edilmesi i¢in kabul edilmistir (Fell vd. 2000; Scorzetti vd. 2002;
Schocha vd. 2012).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Tathsu 1stakozu materyali ve 6rnekleme yapilan su kaynaklari

Arastirmada Akdeniz Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi’nde yiiriitiilmiis olan
1140368 numarali TUBITAK Projesi kapsaminda farkli su kaynaklarindan temin edilen
tatlisu 1stakozu numuneleri kullanilmigtir. Bu tez calismasinda 3 farkli bolgeden
(Bayramsah  Goleti/ TEKIRDAG, Karaidemir Barajy TEKIRDAG, Keban Baraj
Goli/ELAZIG) yakalanan her istasyondan 20 adet olmak iizere 60 tatlisu 1stakozu
ornegi materyal olarak kullanilmistir (Sekil 3.1.). Calismada kullanilan orneklerin
alindig1 su kaynaklar1 6rnekleme yapilan konumlar ve o6rnekleme zamanlar1 Cizelge
3.1.’de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Tatlisu 1stakozu 6rneklemesi yapilan su kaynaklari

Istasyon Su kaynag1 adx Bu!ufldugu Koordinatlar: Ornekleme
No il/ilge zamani
Bayramsah Hayrabolu- 4LE.- 0%
! Goleti Tekirdag 18.04.2016
g 27°11'57,34"D
. . . 40°5721,47"K
5 Karaidemir Baraj Malkara- 08.08.2015

Goli Tekirdag 27°00'38,23"D

38°48'08,03"K
Elazig 10.11.2015
38°43'45,74"D

Keban Baraj
Goli

Tatlisu 1stakozu drneklemesi yapilan su kaynaklarindan Keban Baraj golii Firat
nehri lizerinde 1975 yilinda hizmete alinmig olup {ilkemizdeki en biiyiik baraj
gollerinden biridir. Baraj gdliinde enerji liretiminin yanisira balik¢ilikta yapilmaktadir.
Elaz1g, Tunceli ve Erzincan illeri igerisinde bulunan baraj goéliinde 180 tekne, 310
balik¢1 ge¢imini su tdriinleri avciligindan saglamaktadir (Dartay ve Canpolat 2016).
Keban baraj goliinden avlanan en 6nemli tiirlerden birisi de tatlisu 1stakozudur. Yasal
olmayan yollardan Egirdir goliinden getirilerek asilandigi tahmin edilen tatlisu
1stakozlar1 son yillarda yillik 19-20 ton dolaylarinda avlanarak yoredeki balik¢ilara gelir
kaynag1 olusturmaktadir (Demirol ve Yiiksel 2013).

Bayramsah goleti Harabolu (Tekirdag) sinekli deresi iizerine kurulmus olup
sulama amagl insaa edilmisti. Su hacmi 1,75 hm® olan golette balikgilik
yapilmamaktadir. Pogaca (Karaidemir) deresi tlizerinde sulama maksatli kurulan
Karaidemir Baraji toplam 15,56 km? vyiizey alanine 107,83 hm® su hacmine sahip olup
sulama maksatli olarak yapilmistir. Tekirdag-Malkara il¢esinde bulunan baraj golii
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halihazirda sulama amagli kullanilirken kii¢iik ¢apta balikgilikta yapilmaktadir (Anonim
2017).

TURKIYE

3. KEBN
2. KDMR

1. B5AH

Sekil 3.1. Tatlisu 1stakozu drneklemesi yapilan su kaynaklar
3.1.2. Calismada kullanmilan kimyasallar

3.1.2.1. Potato Dextrose Agar (PDA) besiyeri ve hazirlanmasi

Fusarium sp. iiretiminde genel kat1 besiyeri olarak kullanilir. Bilesiminde patates
infiizyonu 4,0 g/L; glikoz 20,0 g/L; agar-agar 15,0 g/L bulunur. Besiyeri, distile su
igerisinde eritilip, otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra petri kutularina
dokiilmistiir. Hazirlanmis olan besiyeri berrak ve sarimsi bir renge sahiptir.
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Cizelge 3.2. PDA (Potato Dextrose Agar) besiyerinin hazirlanisi

Kimyasalin Ad1 Kullanilan Miktar

Potato Dextrose Agar (Lab M, Ingiltere) | 39 g/L

- 100 mg/L (otoklavlandiktan sonra
Penisilin

eklendi)
Oxolinik Asit 10 mg/L (otoklavlandiktan sonra eklendi)
Filtre edilmis gol suyu 1000 ml/L

3.1.2.2. DNA izolasyonu ve PZR uygulamasinda kullanilan ¢ozeltiler

DNA izolasyonunda; Qiagen DNeasy Blood & Tissue ticari izolasyon Kkiti
kullanilmistir (Cizelge 3.3.).

Cizelge 3.3. DNA izolasyonunda kullanilan kimyasallar

Kimyasalin Adi Kullanilan Miktar (ul)
ATL Tamponu 180

Proteinaz K 20

RNase 10

AL Tamponu 200

Etanol 200

AW1 Tamponu 500

AW?2 Tamponu 500

AE Tamponu 100

PZR uygulamalarinda; Tag DNA polimeraz enzimi, dNTP karisimi, PZR
tamponu, MgCl,, Primerler ve ultra saf su kullanilmistir.

3.1.2.3. Elektroforez isleminde kullamlan kimyasallar ve ¢ozeltiler

Elektroforezde; Agaroz, Ethidium Bromiir (10 mg/ml), 1XTBE (Cizelge 3.4.),
DNA isaretleyici (100-1000 bg) ve yiikleme tamponu kullanilmistir.
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Cizelge 3.4. 10XTBE (Tris Boric Asit EDTA) Tamponu

Kimyasalin Adi Kullanilan Miktar

Tris 108 g

Borik Asit 55¢

EDTA 93¢

dH,0O 1000 ml’ye tamamlanmistir

Cizelge 3.5. Agaroz jel hazirlanist

Kimyasalin Adi Kullanilan Miktar
Agaroz 164
1XTBE Tamponu 80 ml

3.1.3. Yararlanilan alet ve ekipmanlar

Laboratuvarda yapilan islemlerde: Thermal Cycler (Biorad T100, ABD), biyo-
goriintiileme cihaz1 (DN, Israil), yatay elektroforez (BioRad, ABD), Elektroforez giic
kaynagi (Thermo, ABD), etiiv (Niive, Tiirkiye), derin dondurucu (Bosch, Tiirkiye),
buzdolab1 (Beko, Tiirkiye), santrifiij (Heraeus, Almanya), otoklav (Hirayama, Japonya),
distile saf su cihaz1 (isolab, Tiirkiye), vorteks (VWR international, ABD), manyetik
karistirict (Stuart-Bibby scientific, Birlesik Krallik), elektronik terazi, mikrodalga firin
(Argelik, Tiirkiye), otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya), PZR tiipleri (Isolab,
Tiirkiye), mikroskop (Olympus, Japonya) ve cam malzemeler kullanilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Tathsu 1stakozu materyalinin laboratuvara getirilmesi

Av araclar veya balik¢ilardan temin edilen tatlisu 1stakozlar1 canli olarak strafor
kutularda laboratuvara getirilmistir. Bu lokasyonlar igerisinde klinik bulgular
gbzlemlenen kerevitlerden Bayramsah Goleti (Tekirdag), Karaidemir Baraj1 (Tekirdag)
ve Keban Baraj Golinden (Elazig) temin edilen ornekler tez calismasi igin
kullanilmistir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Tatlisu 1stakozu 6rneklerinin laboratuvara getirilmesi
3.2.2. Tathsu 1stakozu dokusundan mantar izolasyonu ve izolatlarin saklanmasi

Araziden temin edilen tatlisu 1stakozu numunelerinin klinik muayenesi yapilarak
hastalik belirtisi gosteren kerevitlerden F. avenecaum izolasyonu igin doku alinarak
PDA besiyerine ekilmistir. incelenen siipheli bireylerin dis yiizeyi iyice temizlenerek
steril diseksiyon aletleri yardimi ile kerevitin melanize kisimlarindan doku ornekleri
almmistir. Alinan doku Ornekleri distile su yardimi ile yikanarak orneklerden PDA
besiyerine ekimleri yapilmistir. EKimi yapilan mantarlar etiivde 20 °C’de 14 giin inkiibe
edilmistir (Makkonen vd. 2013) (Sekil 3.3.).

..

LT,

J“nu ._‘.;“ '.‘\ i

Sekil 3.3. Melanize dokunun PDA besiyerine ekimi

24



MATERYAL VE METOT B. ARLI

Tatlisu 1stakozu dokusundan PDA besiyerinde firetilen F. avenaceum tiirii
mantar izolatlar1 giinlilk olarak takip edilerek karakteristik pembe mantar hifleri
goriildiigiinde petriler resimlenmis ve hasat edilen hifalar 7 giin boyunca sporilizasyona
tabi tutulup mikroskopta kontrol edilmistir. Olusan hifalar, septalar1 ve makrokonidi
seklindeki sporlart morfolojik olarak tanimlanmistir (Sekil 3.4.).

o S

Sekil 3.4. a) Preparat hazirlanmasi; b) Preparatlarin mikroskopta incelenmesi

Fusarium avenaceum olarak morfolojik teshisi gergeklestirilen organizmalar
tekrar pasajlanarak saflagtirilmis ve gerekli analizlerde kullanilmak iizere +4 °C’de
buzdolabinda ve ek olarak gliserol-pepton (1:1) sivi besiyerinde dondurularak
saklanmigtir. Hasat edilen mantar hifleri etanolde DNA izolasyonu ve sonraki
calismalar i¢in saklanmistir.

3.2.3. Mantar DNA izolasyonu

Semptomlu tatlisu 1stakozu Orneklerinden izole edilen F. avenaceum tiirii
mantarin hifleri besiyerinden hasat edilerek DNA izolasyonu i¢in eppendorf tiiplere
alinarak etanolde fikse edilmistir. Hiflerden DNA izolasyonu Qiagen ticari izolasyon
kiti (Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kit) kullanilarak gergeklestirilmistir. DNA
izolasyonu asagidaki protokole gore yapilmistir.

1. Hasat edilen mantarlar 1000 pl etanol eklenerek havanda ezildi. Daha sonra
1.5 ml’ lik eppendorf tiiplerine alindi, 16.100 Xg’ de 10 dakika santrifiij edilerek
slipernatant ve ¢oken partikiiller birbirinden ayristirildi (Sekil 3.5., 3.6., 3.7., 3.8., 3.9.).

2. Coktiirtilen partikiiller distile su yardimi ile 2 kez 16.100 Xg’de 10 dakika
santrifiij edilerek yikandi.

3. Coktiirilen mantar iizerindeki distile su pipet yardimi ile alindi, tizerine 200
ul PBS konularak iyice karistirildi.

4. Karigimin iizerine 20 pl Proteinaz K eklendi ve tekrar karistirildi.

5. Bunun iizerine 200 ul AL Tamponu eklendi ve karistirildi. Karistirildiktan
sonra iizerine 20 pl RNase eklendi ve iyive kanstirildiktan sonra 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

6. Inkiibe edildikten sonra iizerine %96°lik 200 pl etanol eklendi ve karistirildi.
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7. Elde edilen bu karisim Qiagen DNeasy Mini filtreli tiiplere aktarildi, tizerine
500 ul AW1 Tamponu eklendi ve 6.000 Xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
edildikten sonra alttaki tiip atild1 ve filtreli kisim yeni bir tiipiin {izerine konuldu.

8. Tiipe 500 ul AW2 Tamponu eklendi ve 16.100 Xg’de 3 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij edildikten sonra tekrar alttaki tlip atildi ve filtreli kisim 1.5 ml’lik
eppendorf tiipiliniin lizerine konuldu.

9. Son olarak filtreli tiip tizerine 100 pl AE Tamponu eklendi ve 56 °C’de 3
dakika bekletildi. Daha sonra 6.000 Xg’de 1 dakika santrifiij edilerek DNA hazir hale
getirildi.

Sekil 3.5. DNA izolasyonu hazirlik asamasi

Sekil 3.6. Mantarin havanda ezilmesi
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Sekil 3.7. Mantarin havanda ezilmesi

Sekil 3.8. Havanda ezilen mantarin tiiplere aktarilmasi
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Sekil 3.9. Mantarin ¢oktiiriilmesi

Izole edilen DNA’lar sonraki asamalarda kullanilmak iizere -20 °C’de muhafaza
edildi.

3.2.4. Primerlerin hazirlanmasi ve PZR optimizasyonu

PZR isleminde, Mishra vd. (2003)’nin F. avenaceum tiiriiniin molekiiler teshisi
icin ntDNA ITS bolgesinden 314 bg biiyiikliigiinde amplikon iireten spesifik primerler
kullanilmustir (Cizelge 3.6.).

Cizelge 3.6. Mantar i¢in hazirlanan primer listesi (Mishra 2003)

Primer ad1 Primer Dizisi Amplikon Boyu

FAFL (ileri) 5- AACATACCTTAATGTTGCCTCGG -3'
314 bg

FAR (geri) | 5- ATCCCCAACACCAAACCCGAG — 3’

PZR islemi ig¢in, hazirlanan primer ¢ifti, saflastirllmig genomik DNA, PZR
master karisimi igerisine ilave edilerek, PZR islemi toplam 50 ul hacimde Cizelge
3.7.’de goriildiigii sekilde hazirlanarak kullanilmistir.

Cizelge 3.7. PZR i¢in hazirlanan tiip igerigi

Kimyasalin Ad1 Konsantrasyon Miktar: (ul)

Ultra saf su 298
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Cizelge 3.7.’nin devami.

10X PZR Buffer 10
MgCl, 20 mM 4
dNTP Karisimi 10 mM 2
Geri Primer 100 pmol 1
Ileri Primer 100 pmol 1
Tag DNA Polimeraz Su/pl 0,2
Kalip DNA 50 ng/pl 2
TOPLAM 50

Karisim PZR tiiplerinin igerisine esit bir sekilde dagitilmistir. Bir tiipiin icerisine
negatif kontrol amag¢li DNA konulmadan sadece karisim eklenmistir (Sekil 3.10.).
Hedeflenen gen bolgesi i¢in en uygun sicakligi belirlemede gradient PZR islemi
yapilarak baglanma sicaklig1 61°C olarak belirlenmistir. 314 b¢ uzunlugunda istenilen
bolgenin ¢ogaltilmasinda kullanilan PZR protokolii Cizelge 3.8.’de verilmistir.

Sekil 3.10. a) Hazirlanan karisimin PZR tiiplerine eklenmesi; b) Hazirlanan karisimin
thermal cycler’a yerlestirilmesi

Cizelge 3.8. F. avenaceum’un genomik DNA’s1 i¢in PZR protokolii

Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
95°C 5dk 1
95°C 20 sn 25
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Cizelge 3.8.’nin devamu.

61°C 20 sn 25
72°C 45 sn 25
72°C 5 dk -

3.2.5. DNA ve PZR amplifikasyon iiriinlerini goriintiilemek icin kullamlan jel
elektroforezi, boyama ve goriintiileme

DNA izolasyonu ve PZR islemi sonucunda elde edilen iriinler 0,5 pg/ml
ethidium bromid igeren %1,2” lik agaroz jelde DNA i¢in 140 Volt’ da 30 dk, PZR igin
100 Volt’ da 1 saat yiiriitiilerek, sonuglar jel goriintiileme cihazinda incelenmistir.
Sonuglar jel goriintiileme cihazinda kayit altina alinmis ve bulgulara eklenmistir.

Cizelge 3.9. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasalin Ad1 Miktar:
Agaroz 169
1XTBE Tamponu 80 ml
EtBr (10 mg/ml) 5ul
Ornek yiikleme boyas1 2 ul
DNA ve PZR iiriini 5ul

Cizelge 3.9.’de miktarlar1 belirtilmis olan % 1,2’lik agaroz jel 1XTBE tamponu
igerisine eklenmis ve mikrodalga firinda 2 dakika kaynatildiktan sonra iizerine EtBr
konulmustur. Daha sonra hazirlanan karisim hafifge sallanarak igerisindeki
kimyasallarin esit bir sekilde dagilimi gergeklestirilmistir. Hazirlanan karisim yatay
elektroforez tankina dokiildii ve yaklasik 10-15 dakika jelin donmasi beklendi. Donan
agaroz jelde ornek yiiklenecek kuyucuklar olusturulduktan sonra her bir kuyucuk i¢in 2
ul ornek yiikleme boyasi ile boyandi 5 pl hacmindeki DNA ve PZR f{iriin 6rnekleri
yiiklenmistir (Sekil 3.11.). Daha sonra DNA’lar 100 Volt’da 30 dk, PZR iiriinleri 100
Volt’da 1 saat yiiriitilmiistiir.
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Sekil 3.11. a) DNA o6rneklerinin jele yiiklenmesi; b) PZR 6rneklerinin jele yliklenmesi

3.2.6. Dizi Analizi

PZR islemi sonunda elde edilen PZR iiriinleri (1720 £ % 30 adet numunede) 0.
Spg/ml ethidium bromid igeren % 1° lik agaroz jelde 90 V’ da 40 dk. yiiriitiilerek
kontrol edilmistir. PZR islemi sonrasi iiriin alimamayan numuneler icin tekrar PZR
islemi yapilmistir. Dizi analizi, ¢ogaltilan ITS ve 5.8S rDNA gen bolgeleri PZR iirlinii
agaroz jelde kontrol edildikten sonra hizmet satin alimi yapilarak gerceklestirilmistir.
Dizin analizi BigDyeTM terminatdr dongii sartlari altinda otomatik sekanslayicida (ABI
3730x1) 39, 264R 42, 640 primerleri kullanilarak yaptirilmistir.

3.2.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Hizmet alimi yapilarak elde edilen F. avenaceum dizileri Gen Bank' ta Blast
yapilarak dogrulugu ve gegerliligi kontrol edilmistir. DNA dizilerinin hizalanmas1 ve
niikleotid ¢esitliligi BioEdit (Hall 1999) programi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Niikleotid kompozisyonu ve haplotip sayisi, haplotip gesitliligi DnaSP (Rozas vd. 2017)
programi kullanilarak belirlenmistir. Filogenetik analiz ve genetik mesafa hesabi igin
MEGA (Ver. 7.0.21) (Kumar vd. 2016) programi kullanilmisgtir.

31



BULGULAR B. ARLI

4.  BULGULAR
4.1. Klinik bulgular

Tatlisu 1stakozu 6rnekleri laboratuvara getirildikten sonra gross muayene islemi
gerceklestirilmis ve semptomlu bireyler tespit edilerek fotograflanip kayit altina
alimmistir.  Semptomlu kerevitlerde sirt, karin ve kuyruk boélgelerinin kiitikiil
tabakasinda yanik leke hastaliginin belirtisi olan dis tarafi siyah ortasi agik kahverengi
renkli melanize kisimlar gozlemlenmistir (Sekil 4.1., 4.2.).

NSO UL LR AL LRV
S 10 11 12 13 14 16 18 17 1€

20 21 2

Sekil 4.1. Semptomlu tatlisu 1stakozlarinda yanik leke hastaliginin klinik bulgulari

Sekil 4.2. Semptomlu tatlisu 1stakozlarinda yanik leke hastaliginin klinik bulgular
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4.2. Uretilen mantar izolatlarina ait bulgular

Calismada, 1140368 nolu proje kapsaminda 6rnekleme yapilan 41 istasyondan 3
istasyonda Fusarium avenaceum tiirli mantar izolatlar1 izole edilmistir. Morfolojik
olarak bakildiginda bordo pembe koloniler goriilmiistiir. Bazilar1 daha agik pembe
renginde goriiniirken bazilarinda daha koyu bordo pembe renkte miselyumlar
gozlemlenmistir. Petri kaplarinda iiretilen mantar izolatlarina ait koloniler fotograflanip
kaydedilmistir (Sekil 4.3., 4.4.).

Sekil 4.3. Karaidemir Barajina ait numunelerden iiretilen F. avenaceum izolatinin
petride gértiniimii (Orijinal)
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Sekil 4.4. Bayramsah Barajina ait numunelerden iiretilen F. avenaceum izolatinin
petride goriiniimii (Orijinal)

4.3. Mantar izolatlarina ait morfolojik bulgular

Istasyonlardan gelen numunelerden izole edilen mantarlarin morfolojik
incelemesi i¢in hifalarindan bir parga alinarak tiip icerisine konulmus tizerine gol suyu
eklenerek etiivde 7 giin boyunca sporilizasyona tabi tutulmustur. Sporilizasyon
sonucunda gol suyundan 25 pl lam iizerine alinmis ve 151k mikroskopunda incelemesi
yapilmustir.

Mikroskop altinda goriilen sporlar fotograflanip kaydedilmistir. Sekil 4.5’de
makrokonidiler siyah ok isaretleri ile, mikrokonidiler ise daire igerisine alinarak
gosterilmistir.
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)

Sekil 4.5. Sporilazyona tabi tutulan F. avenaceum’un mikrokonidi ve makrokonidi
sporlarinin goriiniimii (x400)

F. avenaceum tiiriine ait septali ve graniilsiiz seffaf hifalar (Sekil 4.6.) ve bu
hifalardan farklilasan konidyoforlar tespit edilmistir. Konidyoforlardan mikrokonidi
seklinde sporlarin tiredigi gozlemlenmistir (Sekil 4.7.). Laktofenol pamuk mavisi boya
ile boyanmis mikrokondi ve makrokondi Sekil 4.8. ve Sekil 4.9’de gortilmektedir.

Sekil 4.6. F. avenaceum’un hifalar1 (x400)

35



BULGULAR B. ARLI
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Sekil 4.7. F. avenaceum’un hifas1 ve konidyofordan mikrokonidi iiretimi (x400)

Sekil 4.8. Laktofenol pamuk mavisi boya ile boyanmis F. avenaceum’un sporlari
(mikrokonidi ve makrokonidi) (x400)
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5 um

Sekil 4.9. Laktofenol pamuk mavisi boya ile boyanmis F. avenaceum’un mikrokonidi
seklindeki spor yapis1 (x400)

4.4. Mantarlardan saflastirilan toplam DNA bulgular:

Calismada elde edilen F. avenaceum izolatlarindan paralel elde edilen
DNA’larm Kalitesi agaroz jel elektroforezinde kontrol edilmistir (Sekil 4.10.). Izolasyon
kiti mantar hiflerinden DNA izolasyonunda basarili ve temiz sonu¢ verdigi sekilde
goriilmektedir.

Sekil 4.10. F. avenaceum tiirii mantardan elde edilen genomik DNA izolasyonlarimin
%1,2’lik agaroz jel gorintileri. 1 ve 2; Bayramsah Goleti’nden elde edilen mantar
DNA’s1, 3 ve 4; Karaidemir Baraj Goleti’nden elde edilen mantar DNA’s1, 5 ve 6;
Keban Baraj Golii’nden elde edilen mantar DNA’s1
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4.5. PZR Uygulamalarina Iliskin Bulgular

4.5.1. Mantar izolatlarina ait PZR bulgular:

Elde edilen mantar izolatlarina ait DNA 0&rnekleri kullanilarak Fusarium
avenaceum tiiriiniin teshisinde kullanilan FAF1 ve FAR primerleri ile PZR islemi
gerceklestirilmistir. PZR sonuglart agaroz jel elektroforezinde yiiriitilmiis ve
goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir. Mantarin ITS gen bdlgesi ait 314 bg
uzunlugundaki bélge ¢ogaltilmistir (Sekil 4.11.).

Sekil 4.11. Mantar 6rneklerinin FAF1 ve FAR primerleri ile ITS bolgesindeki PZR
reaksiyon sonuglari. L: Markir, NK: Negatif kontrol, 1 ve 2; Bayramsah Goleti’nden
elde edilen mantarin PZR sonucu, 3 ve 4; Karaidemir Baraj Goéleti’nden elde edilen
mantarin PZR sonucu, 5 ve 6; Keban Baraj Golii’'nden elde edilen mantarin PZR sonucu

4.5.2. Dizi analizi, dizilerin GenBank’tan blast edilerek dogrulanmasi

PZR iirlinlerinin dizi analizleri yapilmak iizere Giiney Kore merkezli Macrogen
firmasia gonderilmis ve dizi analiz sonuglarina ulasilmistir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Calisma sonucu iiretilen izolatlara ait dizi sonuglari

izolat Dizi Analizi

TTG GAT GTT GTG CAT CTT ATT TCC CTA GCG GAC CTG CCC
GCC AGA GGA CCC AAACTC TAATGTTTCTTATTG TAACTT
CTG AGT AAA ACA AAC AAATAA ATC AAAACT TTC AAC AAC
BSAH1 | GGATCT CTT GGT TCT GGC ATC GAT GAA GAA CGC AGC AAA
ATG CGA TAA GTA ATG TGA ATT GCA GAATTC AGT GAATCA
TCG AAT CTT TGA ACG CAC ATT GCG CCC GCT GGT ATT CCG
GCG GGCATG CCTGTT CGAGCG TCATTT CAACCC TCA AGC
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Cizelge 4.1.’in devami.

CCTCGG GTTTGG TGT TGG GGA TA

BSAH2

TTG GAT GTT GTG CAT CTT ATT TCC CTA GCG GAC CTG CCC
GCC AGA GGA CCC AAACTC TAATGT TTC TTATTG TAACTT
CTG AGT AAA ACA AAC AAATAAATC AAAACT TTC AAC AAC
GGA TCT CTT GGT TCT GGC ATC GAT GAA GAA CGC AGC AAA
ATG CGA TAA GTA ATG TGA ATT GCA GAA TTC AGT GAA TCA
TCG AAT CTT TGA ACG CAC ATT GCG CCC GCT GGT ATT CCG
GCG GGC ATG CCT GTT CGA GCG TCA TTT CAA CCC TCA AGC
CCTCGG GTTTGG TGT TGG GGA TA

KDMR1

TTG GAT GTT GTG CAT TTT ATT TCC CTA GCG GAC CTG CCC
GCC AGA GGA CCC AAACTC TAATGT TTCTTATTG TAACTT
CTG AGT AAA ACA AAC AAATAAATC AAAACT TTC AAC AAC
GGA TCT CTT GGT TCT GGC ATC GAT GAA GAA CGC AGC AAA
ATG CGA TAA GTA ATG TGA ATT GCA GAA TTC AGT GAA TCA
TCG AAT CTT TGA ACG CAC ATT GCG CCC GCT GGT ATT CCG
GCG GGC ATG CCT GTT CGA GCG TCATTT CAA CCC TCA AGC
CCT CGG GTT TGG TGT TGG GGA TA

KDMR2

TTG GAT GTT GTG CAT TTT ATT TCC CTA GCG GAC CTG CCC
GCC AGA GGA CCC AAACTC TAATGT TTCTTATTG TAACTT
CTG AGT AAA ACA AAC AAATAAATC AAAACT TTC AAC AAC
GGA TCT CTT GGT TCT GGC ATC GAT GAA GAA CGC AGC AAA
ATG CGA TAA GTA ATG TGA ATT GCA GAA TTC AGT GAATCA
TCG AAT CTT TGA ACG CAC ATT GCG CCC GCT GGT ATT CCG
GCG GGC ATG CCT GTT CGA GCG TCATTT CAA CCC TCA AGC
CCTCGGGTTTGG TGT TGG GGA TA

KEBN1

TTG GAT GTT GTG CAT GTT ATT TCC CTA GCG GAC CTG GCC
TCC AGA AGA CCC AAACTC TAATGT TTC GTATTG GAACTT
CTG AGT AAA ACA AAC AAATAAATC AAAACT TTC AAC AAC
GGA TCT CTT GGT TCT GGC ATC GAT GAA CAA CGC AGC AAA
ATG CGA TAA GTA ATG TGA ATT GCA GAA TTC ACT GAA TCA
TCG AAT CTT TGA ACG CAC ATT GCG CCC GCT GGT ATT CCG
GCG GGC ATG CCG GTT CGA GCG TCATTT CAA CCC TCA AGC
CCTCGCGTT TGG TGT TGG GGA TA

KEBN2

TTG GAT GTT GTG CAT GTT ATT TCC CTA GCG GAC CTG GCC
TCC AGA AGA CCC AAACTC TAATGT TTC GTATTG GAACTT
CTG AGT AAA ACA AAC AAATAAATC AAAACT TTC AAC AAC
GGA TCT CTT GGT TCT GGC ATC GAT GAA CAA CGC AGC AAA
ATG CGA TAA GTA ATG TGA ATT GCA GAA TTC ACT GAA TCA
TCG AAT CTT TGA ACG CAC ATT GCG CCC GCT GGT ATT CCG
GCG GGC ATGCCT GTT CGAGCGTCATTT CAACCC TCAAGC
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Cizelge 4.1.’in devamu.

CCT CGC GTT TGG TGT TGG GGA TA

Gelen sonuglar BioEdit (Ver. 7.2.5) programi kullanilarak edit edilmis ve fasta
formatina doniistiiriilmiistiir. Daha sonra MEGA (Ver. 7.0.21) programi yardimiyla
hizalanarak baz pozisyonlarindaki degisken bolgeler belirlenmistir (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. incelenen gen bolgelerindeki niikleotid farkliliklar
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Calismalarda ftiretilen izolatlarin Fusarium avenaceum tiirii oldugu blast analizi
ile dogrulanmigtir. Elde edilen bulgular GenBank’ta benzerlik gosterdigi oOnceki
caligmalar ile karsilastirilmistir. Blast sonucglarina gore Bayramsah ve Karaidemir
goletlerine ait izolatlar GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) kabul
numarast MG385082.1 olan F. avenaceum tiiriine %100 benzerlik gosterirken Keban
barajindan iiretilen izolatlar %97 benzerlik gosterdigi goriilmiistiir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. F. avenaceum izolatlarina ait blast sonuglari

BAZ POZISYONLARI
1122

1344674847 BENZER BENZERLIK
, OLDUGU GENBANK
IZOLAT 6 7 0 6 7 3 5 8 6 9 ORGANiZMA (%) ERISIM NO
BSAHIT CCGGTTGGT G F. avenaceum 100 MG385082.1
BSAH2 .« « « . . . . . . [F.avenaceum 100 MG385082.1
KDMR1T T . . . . . . . . . F. avenaceum 100 MG385082.1
KDMR2 T . . . . . . . . . F. avenaceum 100 MG385082.1
KEBN1 GGT AGGC C G C F. avenaceum 97 MG385082.1
KEBN2 G GT AGGC C G C F. avenaceum 97 MG385082.1

BSAH: Bayramsah Baraj Golii (Hayrabolu-TEKIRDAG); KDMR: Karaidemir Baraj
Golii (Malkara-TEKIRDAG);KEBN: Keban Baraj Gélii (Keban-ELAZIG)

Blast analiz sonucu tiir teshis yapilan izolatlara ait diziler GenBank’a sunularak
kabul numaralar1 alinmis ve ilk defa molekiiler olarak barkodlanmistir (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. F. avenaceum izolatina ait alinan GenBank ulagim numaralari

IZOLAT ADI GENBANK KABUL NO
SUB3589133 BSAH MG859859
SUB3589133 KDMR MG859860
SUB3589133 KEBN1 MG859861
SUB3589133 KEBN2 MG859862
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Elde edilen izolatlara ait sonuglar Almario (2018) tarafindan LT821410.1
GenBank kabul numarasi ile alinan F. avenaceum izolat1 ve dis grup olarak da Leung
(2015) tarafindan alinan JX213215.1 GenBank kabul numarali Saprolegnia parasitica
izolat1 ile aralarindaki genetik mesafe hesaplanarak, akrabalik dereceleri ortaya
konulmustur (Cizelge 4.4.). BSAH ve KDMR izolatlar1 arasinda genetik mesafe 0
hesaplanirken her iki izolatin KEBN izolatlarina mesafesi 0,33 olarak hesaplanmistir.
Sekil 4.13.’te iiretilen filogenetik agacta BSAH, KDMR ve referans dizi ayn1 dalda
gruplanirken KEBN izolatlar1 ikinci dalda gruplanmustir.

BSAHZ T]epesaH

KDMR1  ]Gp KDMR

% | BSAH1 Jepssad

a5 KDMR2  "]Gp KDMR

BSAH TepBsaH
L LT821410.1 (F.avenaceum) T|LT821410.1F.avenaceum

r KEBN1

Gp KBN

| keBNz

DISGRUP (S.parasitica) |Disgrup (IX213215.15, parasitica)

0.150 0100

0.050

0.000

Sekil 4.13. Elde edilen izolatlarin F. avenaceum tiiriine ait genetik mesafeler

Cizelge 4.4. Ug istasyona ait F. avenaceum izolatlar1 arasinda hesaplanan genetik

mesafe
izolat Genetik Mesafe

1 2 3 4 5
1-BSAH
2-KDMR 0,000
3-KEBN 0,033 0,033
4-1.T821410.1_F.avenaceum 0,004 0,004 0,037
S-Disgrup(JX213215.1- 0363 |0363 |0376 |0.363
S.parasitica)
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S. TARTISMA

Tiirkiye’de su diriinleri, hizla gelisim gosteren bir sektdrdiir. Ulkemizde su
tirlinlerinin gelisimi bilimsel arastirmalar yapilmasma ve uluslararasi gelismelerin
yakindan takip edilmesiyle daha da ivme kazanmaktadir. Modern teknolojilerin
gelismesi ile birlikte molekiiler diizeyde istenilen sonucun elde edilmesi, genetik
diizeyde kontroliin etkili olmasi, hastaliklarin bulagmasinin &nlenmesi, beslenme
kosullarinin bilinmesi gelisen teknolojilerin yeniliklerine baghidir.

Ulkemizin dogal sularinda yasam faaliyeti gdsteren tatlisu istakozlari (A.
leptodactylus) karin ve kiskaglari gida olarak tiiketilebilen, diisiik kalorili protein
kaynagi olan, i¢ sularimizda ekonomik degeri olduk¢a yiliksek bir su canlisidir.
Ulkemizde tiiketimi yeteri kadar yiiksek olmasa da diger birgok iilkede oldukca
sevilerek tiiketilen bir besin kaynagidir.

Kerevit vebasi olarak nitelendirilen Aphanomyces astaci mantar tiirii nedeniyle
baz1 dogal popiilasyonlarin hizla yok olmasi, stoklarin da giderek azalmasina neden
olmustur. Bu nedenle kerevitlerde goriilen bu 6liimciil hastalik ve etkeni A. astaci
birgok bilim insaninin tatlisu 1stakozu hastaliklar1 tizerindeki ¢alismalarinda odak
noktas1 olmustur.

Tatlisu 1stakozlar i¢ sulardaki ekolojik dengenin O6nemli birer pargasi haline
gelmistir ve 6nemli bir protein kaynagidir. Bu nedenle, popiilasyonlarda meydana gelen
degisimler hastaliklar ve yabanci tiirlerin olusturdugu tehditler olduk¢a dikkate alinmasi
gereken konulardir.

Tiirkiye’de dogal olarak gollerde, akarsularda, barajlarda ve nehirlerde yaygin
bir sekilde dagilim gdsteren ve son yillarda popiilasyonunda 6nemli bir miktarda artis
bulunan tatlisu 1stakozu ile ilgili yapilan birgok calisma bulunmaktadir. Bu ¢aligsmalar
genellikle taksonomisi, dagilimi, morfolojisi, isleme teknolojisi ve biyolojisi alaninda
yapilmistir (Geldiay ve Kocatas 1970; Erengin ve Koksal 1977; Harlioglu ve Tirkgiilii
2000; Bolat 2001; Harlioglu ve Holdich 2001; Harlioglu 2004; Duman vd. 2012).
Ancak iilkemizde dagilim gosteren tatlisu istakozu tiirlerinde Fusarium avenaceum
kaynakl1 bir ¢aligma yapilmadig1 goriilmiistiir.

Fusarium tiirlerinin tespitinde yalniz besi ortamindan veya mikroskop altinda
inceleyip morfolojik teshisini yapabilmek taksonomistler i¢in dahi olduk¢a karmasik bir
islemdir. Glinimiiz fungal organizmalarin teshisi tiirlerin karakteristik 6zelliklerinin
yetersizligi ve esnekligi sebebiyle uzman bir taksonomist gerektiren bir durumdur.
Sikga yanlig tanimlamalarla sonuglanan olduk¢a komplike tiirlerdir (Mishra vd. 2003).

Tatlisu 1stakozlarinda F. avenaceum kaynakli enfeksiyon bugiine dek yalnizca
Makkonen vd. (2010) tarafindan bildirilmistir. Makkonen vd. bu ¢alismada Astacus
astacus tliriinde yanik leke hastaligina ait belirtiler tespit etmis, ancak tiir bazinda
tanimlamamistir. Makkonen (2013) ise Astacus astacus kerevitinde yanik leke
hastaligina neden olan mantar etkeni Fusarium avenaceum’u tespit ederek, tiir bazinda
tanimlamiglardir.
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Bu tez calismasinda Tiirkiye sularinda Tekirdag ve Elazig bolgelerinden temin
edilen tatlisu 1stakozu Orneklerinden F. avenaceum mantar tiiriiniin izolasyonu ve
izolatlardan PZR yontemi ile molekiiler tanis1 ger¢eklestirilmistir. Mantar tliriine 6zgiin
primerler ile istenilen bolge ¢ogaltilmis ve dizi analizi yapilarak tiiriin dogrulugu tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglar ile dis gruptan secilen farkli izolat tiirleri ile genetik
mesafesi hesaplanmis ve akrabalik dereceleri ortaya konulmustur. Filogenetik
agaclandirma ile referans diziler ve elde izolatlar arasinda gruplandirma yapilmaistir.

Yanik leke hastaligina neden olan F. avenaceum tiirii tatlisu istakozlari igin
onemli bir tehdit unsuru olarak belirlenmistir. Daha ¢ok toprakta bulunan ve oldukca
onemli bir bitki patojenitesi olan Fusarium tiirlerine ait hastaliklar ikincil bir hastalik
olmakla beraber bulundugu popiilasyonlarin yogunluguna bagl olarak Sliimlere sebep
olmaktadir.

Ayni sekilde hastaligin belirlendigi dogal sularimizda gerekli onlemler alinip
hastaligin yayiliminin engellenmesi gerekmektedir. Ayrica hastaligin tilkeler arasindaki
dolagimini izlemek ve kontrol altinda tutmak gerekir. Bu da konu ile ilgili yeterli bir
bilgiye sahip olunmasi ve ileri tan1 yontemlerinin kullanilmasi ile daha etkin bir hale
gelecektir.

Bu ¢alismada F. avenaceum tiiriine ait olan mantarin Tiirkiye sularindan ilk defa
tespiti  gergeklestirilmistir. Semptomlu kerevitlerden alinan doku 6rneklerinden
mantarm iiretilmesi saglanmistir. Uretilen mantardan DNA izolasyonu yapilmis ve
tirtiniin morfolojik teshisi referans goriintiilerle karsilastirilarak incelenmistir. Ancak
kesin tan1 molekiiler teshis kullanilarak yapilabilmistir. Hastaligin molekiiler teshisi i¢in
en sik kullanilan yontem olan PZR ile mantarin istenilen bdlgesi Mishra vd. (2003)’nin
uyguladigi PZR metotu modifiye edilerek ¢ogaltilmistir.

PZR optimizasyonu sonrasinda tatlisu istakozlarindan (Astacus leptodactylus)
izole edilen Fusarium izolatlarindan ITS gen bolgesine ait 314 bg uzunlugundaki bolge
FAF1 ve FAR primerleri kullanilarak ¢ogaltilmis ve pozitif bantlar gézlemlenmistir.
Calismada yapilan PZR analizleri ile ii¢ istasyonda F. avenaceum patojeni tanisi
konulmustur.

Uretilen mantarlarin morfolojik olarak teshisinde yasanan siipheleri ortadan
kaldiran ve kesin ve dogru teshis imkani sunan molekiiler teshis yontemi basar1 ile
kullanilmistir. Bu tez ¢aligmasi ile hastalik belirtisi gosteren orneklerden izole edilen
mantar PZR sonucunda F. avenaceum pozitif olarak gozlemlenmistir. Klinik bulgularda
gozlenen sonuglar PZR sonucu dogrultusunda yanik leke hastaligina sebebiyet veren F.
avenaceum tiirii oldugunu dogrulamaistir.

Kerevitlerde yanik leke hastaliina yol acan F. avenaceum tiirii Tirkiye’nin
farkli popiilasyonlarindan tatlisu istakozlarinin incelenmesi ve bu hastaligin ilk defa
iilkemiz sularindan molekiiler yontemlerle teshis edilmesi literatiirlere 6zgiin bir ¢calisma
olarak katkida bulunmasi beklenmektedir.

Bu caligma ile birlikte, PZR tekniginin kullanilmasinin ¢alisma tizerindeki hiz ve
giivenilirlik acisindan etkili bir yontem oldugu belirlenmistir. Bu teknigin kullanilmasi
ile mantarin teshisi kisa siirede gergeklestirilmistir. Kullanilan bu teknik cesitli
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canlilarin gbzlenmesi ve sistematik olarak dagiliminin incelenmesinde rahatlikla
kullanilabilmektedir. Ayrica c¢esitli laboratuvar ortamlarinda sonuglarin tekrar
edilebilirligi géz oniinde bulunduruldugunda ise ¢alismalarin kolayca yapilabilecegini
gostermistir.

Bu arastirmada kullanilan molekiiler teknoloji ile yanik leke hastaligina neden

olan mantarin tespit edilmesi diger hastalik bulgular1 i¢cin de bu teknolojilerin
uygulanmasini dogrulamaktadir.
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6. SONUCLAR

Bu calismada Tekirdag ve Elazig bolgelerinden temin edilen kerevitler
laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara getirilen Orneklerde gerekli incelemeler
yapilmis ve hastalik belirtisi gosteren kerevitler tespit edilmistir. Semptomlu tatlisu
1stakozlarmin melanize kisimlarindan doku ornekleri alinmis ve besiyerlerine ekimi
yapilmistir. Ekimi yapilan 6rnekler mikroskopta incelenmis ve ilgili genin tespiti igin
DNA izolasyonu yapilmustir.

Kerevitlerde ikincil bir hastalik olan yanik leke hastaliginin etkeni F. avenaceum
tiiriiniin ITS gen bolgesine bakilarak FAF1 ve FAR primerleri kullanilarak PZR islemi
ile tespit edilmistir. Bu bolgeyi belirlemek i¢in uygun PZR protokolii secilmis ve 3
farkli izolata ait 6 6rnek i¢in PZR yapilmistir. PZR’1 yapilan 6rnekler elektroforezde
yiirlitiilmiis ve incelenmistir.

Elde edilen PZR iiriinleri Macrogen firmasina gonderilerek dizi analizlerine
ulagilmistir. Gelen dizi sonuglari BioEdit (Ver. 7.2.5) programinda edit edilerek fasta
formatina doniistiiriilmiis ve daha sonra MEGA (Ver. 7.0.21) programi kullanilarak
hizalanmistir. Hizalanan dizilerin baz pozisyonlarindaki degisken bolgeler
belirlenmigtir. Niikleotid farkliliklar incelendiginde 4 farkli haplotip oldugu
gozlemlenmistir.

Fusarium avenaceum izolatlarindan elde edilen ITS bdlgesine ait diziler
GenBank’ta yapilan blast analizi ile dogrulanmistir. Blast sonuglarina bakildiginda ise
Bayramsah ve Karaidemir gollerine ait izolatlarda GenBank kabul numarasi
MG385082.1 olan F. avenaceum tiiriine %100 benzerlik gosterdigi, Keban barajindan
iretilen izolatlarin ise %97’lik bir benzerligi oldugu gorilmiistiir.

Elde edilen izolatlarin tiir teshisi gergeklestirildikten sonra Tiirkiye sularindan
elde edilebilecek F. avenaceum tiiriiniin teshisinde referans olarak kullanilmak tizere
GenBank kabul numaralar1 alinmstir.

Bu tez galismasinin sonucu olarak hastalik belirtisi gosteren orneklerden izole
edilen mantar PZR sonucunda F. avenaceum pozitif olarak gozlemlenmistir. Klinik
bulgularda gozlenen sonuclar PZR sonucu dogrultusunda yanik leke hastaligina
sebebiyet veren F. avenaceum tiirii oldugunu dogrulamistir.

Kerevitlerde yanik leke hastaligi’na yol acan F. avenaceum tiirii mantarin ITS
geni lizerine c¢alismalar gergeklestirilmis ancak bu calismada Tiirkiye’nin farklhi
popiilasyonlarindan tatlisu 1stakozlarinin incelenmesi ve bu hastaligin ilk defa {ilkemiz
sularindan molekiiler yontemlerle teshis edilmesi literatiirlere 6zgiin bir ¢aligma olarak
katkida bulunmasi beklenmektedir.
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