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. FUSARIUM OXYSPORUM F.5F, MELONIS IRKLARININ
DAF { DNA AMPLIFICATION FINGERPRINT. NG} METODUYLA
BELIRIENMESI

Kader YAGIZ
Yiiksek Lisan: Texl , Biyoloji Anabilirm Dalt
Haziran 1995, 44 Sayia

Fusarium oxysporum fsp.melonis'in kavunlarda neden oldugu solgunluk ve
ararma. hastahl.lan dinya kavun firetiminin énemii soruniandu. Bu patojeninin dért
1osrks (0,12 ve 12} tagiyictlarinda olugturduklart hastaliklar temel alinarak
anmasng ragmen, molekiiler igaretleviciler halen wkiann symmnda glvenilic
imkan saglayacak kadar elverigli degildir Bu caligmarun amaglar uka ozel olan
agh DAF igaretleyicilerini tarumnlamak ve wklar arasmdaki genetik iigkiyi
lemnekti, Ik set olan wklarn (bir set Fransadan ve digeri Amerika Birlegik
etlerinden) spor kitlitrlerinden elde edilen genomik DNA, 8zel bir sekansa sahip
yan S-mer va da 10-mer'lik primerletie gogialtlds. Baz c;ct‘rslﬁna uriinderi restriksiyon
nleriyle de kesildi. DAF sonucu olusan bantlar poliakrilamid jel elektroforez ve
g boyama ile beliclendi Test edilen 40 primerden 14 tanesi szel DAF bantlart
na getirdi, Irklar arasmndaki Jacecard' m benzerlik katsavaist 0.38 { Ik 2- Trk 1.2) ie
0~ Ikl) arasmdaydi Secilen 14 primerin meydaxm getirdigi  bantlarin
tvla olusan eimf analiz, iki farkh simf olusturdu (Irk 2 ve dijerlen) Elde
gonuclar DAF  metodunun, Fusasivm  oxvsporum fspmelonis  srklasmmn
mnda - olduge gibi wklar arasidaki genetik * iligkinin belirlenmesimde de
'b_ﬂecek kadar bagit, hizh ve giivenilir oldugunn gosterdi.

AHT, AR KELIMELER: Fugarium oxvsporum, solgurnluk, kavun, DAF { DNA
Amplifieation Fingerprinting) igaretlevicilerd

Pr Stheyla INAN
1d. Dog. Dr. O. Nidai OZES
. Dog¢. Dr Mahmut TOR



ABSTRACT

: DENTL}‘ FICATION OF FUSARIUM OXYPORUM F.5P. MELONIS RACES
USE\’G DAF {(DN4 AMPLIFICATION FINGERPRINIING) METHOD

Kader YAGIZ
M. 5. in Blology

Advisor: Dr. Sitheyla INAN

" June, 1995, 44 pages

wilt and vellowing diseare of muskmelon, caused by Fusarium oxysporum fap.
“are zeriouz problems of muskmelon production worldwide. Although four
races of the pathegen { 0,1.2 and 1.2) have been identified based on their digease
ctions to the host, molecular markers are currently not available that perrnii reliabie
Midﬂ of the races. The objectives of this research were to identify PCR { Polymerase
n Reaction) - based DAF markers for race-specific detection and to determine the
tic relatedness among the races Genomic DNA extracted from single spor cultures of
ets of races { one from France and the other from the USA) was PCR-amplified
ing a gingle S-mer or 10-mer primer of arbitrary sequences. Partial amplification
-were also subjected to restriction digest fmﬂysm, DAF banding patierns were
led by polyacrilamide gel electrophoresis followed by silver staining, Of 40 tested

,°14 revealed specific DAF profiles. Jaccard's similarity coefficients (r) between

wes rafiped from 038 ( Race 2-Race 12) to 0.64 (Race 0- Race 1) Cluster
ysiz using total all bands generated flom 14 selective primers showed two disiinet
8:{ Race 2 vs. others). Our resulty indicate that DAF procedure is s simple, rapid
rehable technique that can be used to distinguish differemt races of Fusanum
fap. melonik as well as {o defetmine genetic relationship among the 1aces.

WC‘RDS Fusarium oxysporum, wilt, muskmelon, DAF
(DNA Amplification Fingerprinting) markers.

MITTEE:  Dr Sthevla INAN
' Asst Prof Dr. Nidai OZES
Asst, Prof. Dr, Mahmut TOR



ONSOZ

. Kavunlardaki solgunluk ve sararma, tim dinyada oldugu gibi yurdumuzda da
shemli dlgiide zarara neden olan fungal bir hastahlcdir. Bu nedenle kavun dreticilerimiz

- milli ekonomimiz bityik zarara uramakiadir
- Bu caligma, kavunlardaki solgunluk ve sararmaya neden olan fungal hastaliin
 snlenmesine veni bir katk: saflamagi amaciyla yapilmigtir. Caligma sonucunda Uit
verici sonuclar elde edilmigtir Bu caligmanin sonuglarinun treticilere faydah olacag
amit edilmektedir.

" B#yle bir galigma konusunu belirleyen ve ¢aligmanin baglatilmasina yardim eden
her torlo destegi saglayan hocam Saym Yrd Dog.Dr Esengtit MOMOL', ¢aligmam
masindaki desteginden dolayi damsman hocam Dr. Siheyla [NANa, yine calisma
rtarnin saglayan Yrd Dog Dr Sadik TUZUN‘E ¢alismam siresince kullandigim teluik
ve metedlart ogrenmemi saglayan Dr.J QIU'va ve Fransa'dan gelen wklan temin eden
. Prof.Dr.Salih MADEN'e ayn ayri tegekdkr ederimn,
 Yine, tim caligmam suasinda sik sik yardimlari dokunan Auburn Universitesi
Plant Pathology Boliimi'nde Yrd Dr Sadik TUZUN'in laboratuvannda ¢ahisanlara ayn
yri tegekkurlerimi sunarmm.

- Ttm gahgmalarmm sirasinda bana en buytik destegi saflayan aileme de ayrica gok
ekkdiir ederim.
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- dATP Deoksiadenozintrifosfat
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edlrlef Insan, hayvan ve bitkilerde hagtalik yapabilen cok cesitli tirlerinin
'bﬂmmektedxr Toprakia yagayan bazm fungus tirlerinin organik maddeleni
_ ayarak topragin fioksel, kumyasal ve biyolojik vapismma dnemli katlalarda
“da bilinmektedir  Diger taraftan bam fungus tirled fermantasyon
rinde, ilag etkii maddelerin tretiminde ve endistriyel mikrobiyolojide
larak, insanlara faydali chmaktadir.

. unguslar dis gortinis olarak dallanabilen, ipliksi bir yapiya sahiptir  Morfolojik
nlerindeld farkhhk, tirlere baghdir Hilerelen genelde bitkd hiicresi vapisinda
: “'birlilcte Korofilden yoksundurlar Igsik gereksinimlenn yoktur  Okaryotik
anmnalard::, gelardeklenn  genellikle nitklear bir membran  tarafindan
"'Ieﬁmektedxr Spor olugturabilirler. Hem esevli hem de egeysiz tireyebilitler
_tmnk organizmalardir; beslenmelen igin organik bilesiklere ihtivag duyarlar,
llwlde aerobik organizmalar olan funguslar, difer mikroorganizmalara gore ekstrern

. daha iyi uyum saglayabilirler Omegin, bakterilerin  8ldugi  yiksek
mltrasymﬂu geker ortaminda rahatlikla treyebilirler.

Tallus ya da bir fungusun viicudu tek bir hiicreden olugabilir. Talluslar, gergek
ﬁc’r@a".dnvanyla gevrili olan filamentlerden meydana gelir. Tallus miselyum ve spor
Uzere iki kasimdan olugur. Birkag filamentden olusan ipliksi kompleks yapiya hif
ve kahnliklan fungus tirlerine goire degigmektedir Simuflara gére bu hifler bolmeli
bolmesiz olabilmektedir Hiflerin olusturdugu topluluga misel, bolmeli hiflerdeld
elere 1se septum denir  Her tiiriin karekteristik bir morfolojisi clmasina ragmen saf
tir Oﬁamlannda bile yaga ve g¢evre sgartlanna bagh olarak degisebilen cesithlik
nmektedir (Cocke 1979) Funguslar Skaryotik organizmalarm temel szelliklerini
alﬂnna ragmen, tallus organizasyonunun kendine &zgii belirleyici taraflan
maktadir, Karbohidratlann, yaglarn, proteinlerin ve nikleik asitlerin temel vapis:
I, Fakat diger organizmalara gére kompozisyon farkhbgma sahiptirier
BUslardald DNA konsantrasyonu ¢ok digitktiin  Bu degerin bakteriler ve jikssk
Syordu Skaryotlardan on defa daha az oldugu belirtilmistir (1pikogram). Fungal
erin cogu asidik ozellik tagir, enzim ve yvapisal olarak fonksivon gésterirler, DNA
NA'd,m clugan nikleik asitler temnel polimerik yapiva sahiptit Karbohidratlar,



lisakkaritler olarak bulunur. Ogellikie kitin ve selitloz funguslanm tammianmasmda
arnlidir (Griffi ve Wiley 1981).

- Fusarium, tropik béigelern de kapsayan gok genig alana vayilmis bir fungus
idir. Pusanium cinsleri mikrokonidia ve makrokonidia olmak tzere iki eseysiz
s..‘gﬁéra sahipti. Tek hitcreden olusan mikrokonidiada tek gekirdek bulunur
Makrokonidialar ise gok hiicrelidir. Fakat her hiicre sadece bir celirdege sahiptir
Makrokonidialar tiirlerin dogru olarak tamimlanmasinda gereklidir  Aymi atarun
qudegizﬁn mitoz boliinmesiyle olugmalarna ragmen, mayoz rekombinasyonlariyla
etik kompozisyon degigebilir Eseyli evresi ise Askomycetes stufina girer. Hemen
men biitiin haf hiicreler: sadece bir gekirdege sahiptir.  Ayrica her hitcredeki gekirdek
yjsﬁun titrlere bagl oldugu bulunmugtur. Ormegin; Fusarium oxvsporum ve Fusarium

solani tek gekirdekli hiicrelere sahipken, Fusariurn culmorum ve Fusarium graminearum
'k_gekirdege sahiptir. Yapuan bir ¢ok calisma geng hticrelerin gok cekirdekli, daha vasli
‘hicrelerin ise tek gekirdekli oldugunu gdstermigtir. Hicrelerdeki gekirdekler eg zamanl
arak bolontir. Hizli olan béliinmeyi septum olusumu izlemektedir (Gordon 1960 ).

Dogal ortamdan taze olarak izole edilen Fusarium kitltirli agarli ortamda

':de,éigmeden kalabilir, morfolojisinde zamanla degisiklik meydana gelebilir ya da anne ve

babadan tamamiyla farkh olarak geligebilir. Morfolojide meydana gelen bu cesithilik

isarium tirleninin ayirt edilmesinde karigikliklara neden olmaktadir Bir tiriin varyant

bazi zamaniarda diger turfin dyelerinden ayut ediemeyebilir Meydana gelen bu

sitliligin nedenleri gu gekilde agiklanmaktadr:

: 1. Biitiin izolatlar degigken olmamakla birlikte, baz izolatlar digerlerinden daha
degiskendir.

2. Degigiklikler streki: degildir; farkh basamaklarda meydana gelir

3 Morfolojik degngiklikler genellikle miselyum kaybi, makrokondiada tiretimin
artmasi ve bazen pigment olusumundaka artis seklindedir.

 Fusariwm'un belirli bitki-patojeni tiirlerinin dogal izolatlari, patojenitide énemli
farkhliklar gastermektedir. Bu grupta ver alan izolatiar sadece belli bitki tiirlerine zarar
veritler. Bu gruplara formae tiirleri (speciales) (fsp.) denir. Formae tirleri genellikle
belisli bir bitki tartinin bir kultiriine zarar veren fizyolojik wklara aynlabilit. Genellikie
farkli formae torlerinin izolatlan morfolojik olarak ayirt edilememistir (Brown 1928)
‘Urlerin  belirlenmesinde, orjinal izolatlarda morfolojik olarak meydana gelen
degisikliklerin oldugu kitlttrler temel almmustir (Puhala 1980)

[ 3]



Fusarium tirlerl ekonomik énemi olan bitkilerde hastaliklara neden olmaktadir
su, hava ve organik maddelerin de oldugu cesitli yagam ortamlanna adapte
'E’lafdir” Bitkilerde kok ctirimeleri, kurumalar, yapraklarda beneklenmeler, kanser ve
arlarda solguniuk gibi hastaliklara neden olmaktadurlar. Fusarium cinsi iginde yer
. J,ﬁg_n_u_ng oxysporum tirih de domates, biber, lahana, muz, bezelye, titin, kavun,
» e birgok sits bitkisinde ¢nemli iriin kayiplanna neden olmaktadir Bu tilr,

ialik yaptigi konukgunun familyasima, cinsine ve tiriine gére alt gruplara aynlmistir.
aae'oe:beui bitki tiirtine zarar veren formae tiirlerinin bazt gruplan konukguya 6zel olup,
oce 0 konukguda hastaliga neden olmaktadr. Bam formae turleri ise birden fazla
. konukguya sahiptir (Armstrong 1950).  Omegin, Fusarium oxysporum

nglutinans, Cucirbitaceae familyasindaki bitkileri hastalandiirken, Fusarium
porism fsp.lycopersici sadece domates bitkisinde hastahga neden olur. Fusanum
oxysporum fsp melonis Turkiye'de (ozellikle Akdeniz bélgesinde) kavunlar tizerinde
1li ‘derecede zarara neden olmakiadir Fusadum'un kavunlarda meydana getirdigi
uk hastahg Kuzey Amerika, Hindistan, Dogu Asya ve Orta Dogu'da bulunmugtur.
wklarin dagihm her bélgede aym degildir (Jacobson ve Gordon 1991). Hastalik
irli zaman araliklaninda ortaya gikmasina ragmen, oldukca etkili olabilmektedir.

Bitldler bu patojenden geligimlerinin her déneminde etkilenebilirler. Tohumlar
‘ca afir zarara ugramug topraklarda ve diigitk sicakhlarda gimlenmeden once
ébﬂ_i_ﬂer. Cok genc filizlerde meydana gelen belirtiler, diger funguslar tarafindan
olusturulan ctirimeyle kanghnlabilir, Ergin filizlerin kakleri dzellikle serin topraklarda
tirir. Bazen hipokotilde meydana gelen yaralanmalar sonucu da ¢itritkler gértilmektedir
ger durumlarda ise, fideler higbir belirti olmaksizin solar. Ergin fidelerdeki ilk belirti
gm'lluk ya da yan dallardan baglamak iizere yapraklann sararmasidur.  Solguniuk gok
) méydana gelebilir Bitki tamamen solmadan once, govdenin toprafa yakin
sminda uzun, dar ve kahverengi renkli damarlar géralir. Bitkiler bodur kalabilmektedir.
mli orfamlarda bitkide olugan ve 5liime neden olan yaralar, Fusarium sporlanmn
sanms:- pembe kitltitrleri ile kaplanmasina neden olmaktadir. Enfekte olmug bitkilerdek:
eyveler ise olgun dénemlerinde zarar gérmektedirler (Synder ve Hansen 1940),

-~ Yetisme ortamindaki mevcut hastalik etkenlemmi belitlemek igin fungus
lasyonu ve patojenite testi vapihr. Bu test igin, hastalikh bitkinin ksk ile govde
Aasindaki bdlgesinden konidia ve misel parcalanm igeten dmek almur Bu émekler

ates dekstroz agar (PDA) igeren petrilerde 27°C'de karanlik odada 7 giin inkiibe edilir.
enin sonunda her petri 50-100ml distile suda sispanse ediliv ve sporlann suya
Nsmasy saglamr, Spor yogunlugu heamocytomer kullantlarak belirlenir Test icin



ﬂuﬂéﬂ ortarnlara eldlir  Fideler 22-30°CTlik ginltk scaklita tutnlur
gili itk belirtiler 6-8 giin sonra atritlmeye baglar (Wensley ve McKeen
B’eﬁfﬁjez 0-2 arasinda belirlenmig bir skalayla 24-28 giin boyunca kaydedilir.
ava gore 0= belirti yok; 1= koklerde kararma baglamag, gévdede belirii yok;, 3=
fararma ilerlemiy, kotiledonlarda sararma (klorozis) baslangier; S=kskler
otiledonlarda ise Klorozis belirgin; 7= kokler kararmig ve kotiledonlarda
- fanser (nekroz) ve bitkinin 8limi (Momol ve Kistler 1992) Kontrol
spor sispansiyonuna daldinlmang fideler kuflamilmakiady  Hastaligi
emeyen izolatler iki defadan fazla test edilir ve hastalik olugturmayan izolatlar
1m-aL saptanur. Patojenite testi oldukga uzun stiren bir festiir.  Sonuglarin

mesi ise kigisel gozlernlere dayanmaldadr.

Melonis uklanmi tesbif etmek icin de patojenite testi yapimugtw  Fusarium
oxvsporum £ sp.melonig'in dért iks bilinmektedir. Irklann isimlendiritmesinde ild farkl
n kullamimas literatiirde kargildiza neden olmugtur - Fizyolojik wklar iizerindeki
| géhg'malar Fransa'da yirotilmig ve bugiine kadar dort fizyolojik ik
_lemmg't:i:‘. Bunlar sirastyla etmenin 1, 2, 3 ve 4 nolu wklan olarak adlandirlmgtir.
in 1, 2 ve 4 nolu wklarmin énee yepiaklarda bir kloroza neden oldugu ve bunu
otilterde bir nelrozun izledigi bildirilmigtir. Fungusun 3 nolu ukt ise bir lezyona
olmaksizm kesin bir solguniuk olugturmalctadir (Risser vd 1969),

Fugarium oxysporum f sp melonig'in kevunlarda neden oldugu solguniuk hastahia
vun yetigtirilen alanlarda 6nemli sorun yaratmektadiw. Ozellikle bu fungusun
ya ulagtiktan sonra olugturdugu zarann kimyasallarla onlenememesi, hastaligm
ini arttirmaldadir. Conki patojen bitkinin iletim demetine verlegmelde ve besinlerin
gini  énlemeliadir Bu sire iginde de bitki bodur kalip, kisa sire iginde
tedir (Synder ve Hansen 1940). Kimyasallar diginda diger korunma yontemleri de
nis ancak  tam anlamiyla basan saglenamamig, hastabiga dayanukh kavun
yetigtirmenin en etkili kontrol yontemi oldugu gértlmigtir. Dayankhbic,
e birbirinden bafimsiz olarak kalitlanabilen iki gen tarafindan konirol

@dan elde edilen izolatlanmi tg kavun cegidine karyi gosterdisi reaksiyona gore
witr, Bu amacla Charentasis T, Doublen ve CM 17187 olmak tizere Gg
egidi kullanstmigtr. Franssz kitlttirlerinde 1rk-1'e dayandklihigan baskan bir genle
_S‘z;: bul!.mmug ve Rissez bu geni Foml olarak adla:h:iumigm\. CM 1718’?’m'n k-1



l_ge"l'- 1). Irk-0, dayanukhilik geni tagimayan Charentasis T 'de, k-1 Foml genine
p_]joublﬁn ve k-2 1se Fom2 genini tagiyan CM 17187'de hastalik meydana getinir,
2 ige her iki gene sahip kavun cesitlerinde hastalik olugturur. Bu nedenle "uk 1.2
gunluk" ve "1tk 1.2 sararma " olmak tizere 1ki suga aynimgtir (Risser vd 1976).

mlgé ‘1.1, Cucumis melo Ayinica Cesitlerine Géire Fusarium oxvsporum
o £ sp melonis Irklanmn Isimlendirilmesi (Synder and Hansen1940)

Avirdedici Cesitler ve Davamkhlik Genleri

sp.melonis |Charentais Doublon CM 17187

rldar (Fom 1) (Fom 2)
mko (1) S R R
k-1 @ ) s R
k2 3 3 R S
k1.2 (4) S S 5
f)uyax'll

R: Dayanikl

_ k Toprakta meveut olan bu wkiar ¢aliganlar, rizgar ve araglar aracihgryla kolayhkia
lﬁaﬁﬂmektedirler. Hem ta.g1yic1 hem de tagiyicr olmayan dokularda yagayabilir, kolont
bilir ve diger toprak funguslanyla basarih bir gekilde yangabilirler. Hastahkh
yakumdakl toprék yazeyinde populasyon seviyesi olduke¢a fazladir Etmen kok
dan ve korteksteki yanklardan girmektedir. Belirtiler duyarl cegitler igin 3-5
e, dayamkh cegitler icin 11-16 giinde gériilebilmektedir. Hastahim geligimi dugiik
alsiyum}) ve K (Potasyum), yitksek N (Azot) ile arttinlabilir. Yitksek N seviyesi
eyvenin duyarhbigam ve yiksek K sevivesi ise bitki kekleri etrafindaki funguslarm
rekabet aktivitesini arttrrmaktadir

~ Kontrol igin hastahksiz bitlalerden elde edilen tohumlan kullanmak, ikd yal hig
avun yetistirmemek, fungusid kullanmak denenmis, ancak dayamklihgm en dnemli
faktm- oldugu bulunmustur (Synder ve Hansen 1940) Cesit-wrk iliskisiyle ilgili sorunlar
ontrol, epidemiyoloji ve kavun 1slahi agisindan dnem kazanmaktadu Dayamkl kavun
. lerinin segilmesi igin de topraktaki mevout wrkin tesbit edilmesi gerekmelktedir Bu
la giinitmiizde cesithi yontemler kullamimaktadir,



rk Aynmmda Eullamian Yéntemler
{[ﬁﬁ'ﬂlﬁiik yontemler

Morfolojik  beluleyicllerin  birkaga yaygmin olarak kullanilmasina ragmen,
slardakl kyllarum nadirdir.  Morfolojik belirleyiciler laboratuvar ¢alismalannda
. chinlacma karsm, dogal populasyonlarda kullantdmalan yaysm degildir . Swurh
daallele ve genellikle zit fenotipik etldlere sahiptirler Cimegin; Cochliobolus
phus (Fry vd 1934) ve Magnaporthe grisea {Chumbley vd 1986)nn renginde
gelen mutasyonlar, patojeniteyt azaltmgtr Bu nedenle morfolojik
.155};cﬂerin patojenite {izerine olan etkileri, dogal ortamlardan elde edilen izolatlan
nlamada kullanmadan énce dikkatle denenmelidir (Michelmore ve Hulbert 1987)

Vegetative Compatibility Grouping {( VCG)

Fusarium tirlerinin bir lasminda eseylt lireme evresi bilinmemekiedis. Genetik
gveristeki bu eksiklik paraseksiiel dongii ile gidenbmistir (Leslie 1992) Bu cins iginde
ala.n tirlerin dogal izolatlanindaki heterokaryon olusumunun énemi ve taksonomnik
amada heterokaryotik kiltarlerin etkisi tam olarak belirgin degildir (Buxton 1962).
eyszz olarak genetik defigiklifin meydana gelmesi heterokaryon olugumuna baghdir.
terokaryon olugturmayan lokuslar (yaymin olarak het., tol, ve. ya da wvic) ve
anizmalar da fungus biyolojisinin anlagilmasina yardime: olmaktadir (Perkins 1975)
litilen lokuslarn hepsinde farkhiga sahip olan bazm tirlerin suslan heterokaryon
\sturamazlar. Bu tip uyumsuzluk heterojenilk uyumsuziuls olarak adlandinlmaktadir

Heterokaryon olusumu Fusarjum ttirlerinde ¢abisailmig ve aym formae specialis
d wka ait olan izolatlann genetik iligkilerini belirflemek icin kullamlmistir (Katan ve
n 1088).  (enetiksel olarak ayrumi yapumis eseysiz populasyonlarda tanymlanan bu
ki vegetatif compatibility grouping (VCG) olarak adlandmimistr  Aym VCGa ait
hﬁ;izolaﬂat vejetatif olarak birbirlerine uygundur, heterokaryon olugturabilirler (Carell
987). Bosland ve Williams Fusarjum oxysporum izolatlannda izoenzmm bantlan,
- ve patojenite arasinda iligki oldugunu gdstermigtir (Bosland ve Williams 1987).
G tammlanmasindaki en  buytk engel, izolatlar  arasindaki vyguniugun
hidenmesidir, Cinkii mikroskobik cahigmalar hifler arasinda kaynasmayvla meydana
él‘-‘l:'_l: anastomosisin belirienmesinde tek bagima yeterh clmamaktadir. Bu ¢ahgmalarda
.. Plast kaynasmasmdan ¢ok, hiflerin anostomosisini  takip ederek clusan
vkaryonlan kullanmak daha faydali olmaktadir,

i
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VC _éruplanndan vararlanularek Fusarium oxysporum £sp.lycopersici irklanmin
tirlenmesi (Elias ve Schneider 1991), Pusarium oxvsporum fspapifnin
ast (Corell vd 1986), Fusarium oxysporum f:sp.melonis (Jacobson ve Gordon

 Fusarium OXYSpOram fspcubense izolatlanmin wk analizi (Ploetz 1988)

r. VCG tammlanmas: igin gelistirilen modellerden yararlamlarak, formae
aga Kklar arasindaki genetik yakinhk belirlenmigtir (Kistler ve Momol 1992)
r 1tk vada formea tirleri bir yada birkag VCG'a dahul olabilir (Leshe 1992).
_e_:.-vq]etatlt uyumsuzluk, gruplar arasindaki farkliligs agiklayan fakat farkhiligin
. cif;emejren, tam anlarmyla nite] bir ézelliktir (Michelmore ve Hulbert 1987)

foleldiler yontemler

el o_r'h.daki baz1 bolgeleri isaretlemek igin kullarulan DNA segmentlerine
ci (marker) denir. Isaretleyiciler populasyondaki gegitlilisi belirlemek,
ic1dan benzerlik ve farkhihklan ortaya gikarmak amaciyla kullamimaktadir.

Molehiler igaretleyicilerin avantajlan sunlardir :

(R_estnctmn Fragment Length Poymorphism , RAPD (Random Amplified
olymorphic DNA), mtDNA (Mitokondriyal DNA), plazmidler)

) Cogu kodominanttir (heterozigot homozigottan ayrilabilir); mimkin olan
tin genotiplerin belirlenmesine izin verirler.

Genellikle sagliga zararh degildirler yada giigli epistatik etkiler: yoktur.

) Molekiler lokuslarin genotipleri her dokudan elde edilebilir

I Baz: isaretleviciler igin sayisiz alleller bulunabilir,

Molekiler genetik igaretleviciler son yillarda genetik akzrabaligin ve gesitlihfin
i?ili gicls bir arag olarak gelismis ve gerek davramug ekolojisinde, gerek

: _KOlay, pratik ve az masraflt ¢aligmalarin yapirimas: (Hadrys vd 1992}



Son zamandarda ise Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR)a dayali genetik
retleyiciler kullamiimaya baglanrmsiir  Bu igaretlevicilerin azelligine gegineden dnce
s b caligma ilkesine bakmak gerelar,

3 : Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR)

Tn witro kogullarda nikleik asitlerin  enzimatik  olarak gogaltimasidir
' phﬁkasy ). Reaksiyonun ézelligini kullanilan sentetik primerler belirlemelctedic
tma igin kalip DNA, pumer yada primerler, Thermus agquaticus'dan elde edilen
aq polimeraz enzimi, dNTPler (dATP, dCTP, dGIP, dTTP), tampon, Mg ™2 ve PCR
aluﬁ,as:{ gereldidir  Reaksiyon ¢ift iplikli DNA'mn aynlmas: (denatiirasyon), sentetik
-gonukleotldlﬂnnm her bir DNA iphligine baglanmas: (annealing) ve baglanan
pmneﬂerm DNA polimeraz enzimi ile ikinci DNA ipligini sentezlemeleri {extention)
premlplerme dayanmaktadir. Ug basamak (denatiirasyon, annealing ve extension) tek bir
LR ‘dongustinil belirlemektedir. Her basamak ise farkll sicakliklarda mevdana
_'ektedu DNA 1plikleninin aynlmas 94-98°C arasinda, primerlerin DNA ipligine
baglanmas: 37-653°C amasinda ve ikinci DNA ipliginin  sentezlenmesi 72°C'de
gergeklesmektedir  PCR ¢ift yada tek iplik DNA'Tun ¢ogaltmasinda kullanabildizi gibi,
RNA' nun gogaltiimasinda da kullanilmaktadyr (Erlic vd 199 1),

Molekiiler Isarstleyiciler ve Cuzellikleri

. loenzimler

Son yllarda geligtirilen igaretleyicilerden birisi de, bitki ve hayvan dokulanndaki
§E§1ﬂ1 dzel enzimlerin ¢ahgmlmas: igin gelistirilen izoenzim analizidir. Protein ekstraktlan
Nigasta yada poliakrilamid jel elekiroforezinde ayrihr  Jelde dzel enzim aktivitesine gahip
mrﬂann ayiddifn gézlenir  Aminoasit kompozisyonundaki degigiklikler ve vikiindeld
eﬁﬂ enzimin elektroforetik alandaki hareketini degigtirebilir  (wel substratlara sahip olan
enzimler win venlerin genetik yorumu basittir, Birgok banta sahip olan enzimlerin
enetik yorumu cok kompleks olabilir, Ayrica ekstraksiyon ve tampon sisternleri i icin
ﬂm}’a!; duyulan optimal sartlann belirlenmesi her enzim 1¢In saglanamayabilit Fungal

cahigmalarda ise diger Skarvotlara gére daha az enzim sisterni kullamulmigtir (Michelmore
98 )}



Rf‘LP ( Restriction Fragment Length Polymorphism) metodu

1970'1erde bakterilerden DNA restriksiyon enzimlerinin saflagtinlarak, DNA' min
wﬁ—o. olarak modx.ﬁl.asyonunda kullamimas;, RFLP teknolojisinin  ilk adim
_aktadir.  Restriksiyon enzimleri DNA' w1 4-8 bazhk bir bdlgeden tamyarak
“ektedlx Kesim balgesinin dizisi degigik testriksiyon enzimlerine gore farklihk
' nnektedlr Ancak bu dizi hethangi bir sekilde degisime upradiginda restriksiyon
 daha once kesim vaptigi bu nokiayr taniyamamakta ve bunun sonucunda da
¢gmentlerin uzunlugunda farklibdkdar meydana gelmektedir.  Segmentlerdeki
K farklihg genellikle yakin taksonomik birimlerde daha az, uzak birimlerde daha
simalktadir (Beckman vd 1983, Tacobson ve Gordon 1991). Elde edilen DNA
gmeﬁtlen agaroz jelde birbirinden ayrihr, Dna iplikgikleri ayrihir ve igaretli DNA
reketeiz bir filtreye aktarilir, Isaretli DNA probu ile hibrit olusturulur, otoradyografi
thr. Elde edilen bantlarin sayis: proba homolog bolgelerin sayisma bagh olmaktadir
"sasdda bélge meydana gikartldiginda, bunlann ayimminu yapmak izoenzimlerle
ilan aymmdan daha gog olmaktad RFLP teknuivle Fusarium formae tiirlerinin
i1 yapumist (Manicom vd 1987)

RFLP ve izoenzim analizleri farkh teknik siirlamaya sahiptir. RFLP tekniginin
amna51 oldukea zaman almaktadw Buna kargin izoenzim analizi icin thtiyag
uyulan protein izolasyonu daha gigtiur Bir defa izole edilen DNA sabittir ve birgok defa
Hamlablhr Ancak DNA'un cok fazla miktarda eldesi ve kontamine olmamnasi
nektedir (Waugh ve Powell 1992). Izoenzim analizinde ise her ¢aligma i 1¢in yeni
in izolasyomuna thtiyag duyulmaktadic

3. Mitokondriyal DNA (mtDNA) ve Plazmidler

‘Funguslarda anostomosisi ortaya gikarmak, eseyligi caligmalk, sitoplazmik kalitim
da- formae tislerini karakterize etmek igin kullanilmaktadir. mtDNA'smm
aﬁ?ﬁﬁrﬂmam kolay oldugu gibi, oldukea fazla sayida kopyasi vardir (Michelmore 1987)
¢ik ve dairesel olan mtDNA's: restriksiyon enzimleriyle kesildiginde basit bantlar
Usmakiacdir. Bu bantlar formas tiirleri arasinda oldukea iyi korunmustur. Fakat farkh
m ae tirleri arasinda oldukca farkhdur (Kistler vd 1987). Bu ozellik de mtDNA'simn,
suglarn sitoplazmik genomu icin genetik igaretleyici olarak hem de formae tirleri
_.H_ldakl iligkinin caligiimasinda bir arag olarak kullanilmasm saglamaktadr  Ayrica
mﬂSYOnlaI arasindaki genetik degigikligi belirlemek igin de mtDNA's1 kullamibrmugtir

e ve Langman 1983).



. fungus turiennin izolatlar mitokondryial plazmid tasimakiadu. Funguslar
1 by tor plazmidlerin varhg ile saptanabilmektedir Bu plazmidlerin ise
-+ senomuna homolojisi yoktur veya azdir (Devos 1992). Aynca patojenitenin
{a;-aﬁndm gifrelenen bir 6zellik oldugu ve plazmidlerin ise patojemiieyl ya da
v belirlemede etkili olmadiklan belirtilmigtir (Momol ve Kistler 1992),

RAPD {Randﬁm Amplified Polymorphic DNA) metodu

"D.: teknolojisi 1990 yillann baginda geligmeye baslanms ve kisa sirede
enig bir kullarim alam bulmustur (Welsh vd 1990, Tingey vd 1992). Bu tekmuk
(random) seniezlenen primerlerle, DNA'mn ¢ogaltilmasma bagh deneylerde
izisindeki cesitliligi (polimorfizmi) belirlemekiedir, Kullamlan tek primer
NA' mun karst ipligindeki fukli iki bolgeye baglanmakiadir Eger baglanma
birbirlerinin cogaltma arahgmnda bulunuyorlarsa, farkh DNA tronleri meydana
ed Hex cogaltma Griind genomik DNA ve primer arasindald tam yada kasmi
homolojisini belirlemektedir

APD analizi kavramsal olarak basiftir  Total genormk DNA'min ng {nanogram}
miktar], rasigele sentezlenen kisa thcnﬁkleatidier}e, PCR yaniemi kullanularak
as1 esasma dayanmakiadir  Cogaltma sarilan standart PCR sartlanindan
“nkii sadecs bir tane primer kullamilmaktadir  Genemun analizi icin sekans

thtivag voktur, uvzulanmas: cldukea kolay ve cabuktur (Williams vd 1992
Y . H i ¥ J H y
RAPD'in uygulama alanian

1. Populasyon gemetigi: RAPD isaretleyicileri hem prokaryotik hem de
otik organizmalarda smmuflandimmaya dayab iligkilerin ve birevlenn teshisinde
Maktadir.  Analiz, bireyler arasmndaki egit molekiiler agirlikh RAPD bantlanmin
 balalarak yapilmakiadir

Qlekﬁler karakterlerin  farkl:s  taksonomik  dilzeylerde teghisi, farkh
tikleotidlerin kullanitmasiyla yapimaktadir Kullamlan her primer igin RAPD
4 Urlinferi 1ki grup icinde incelenmekiedir: Degigken olanlar {polimorfik) ve
%en. olmayanlar (nonpolimorfik). RAPDYin degiskenligi va primenn baglanma
9 degigtiren nukleatit degigikliginden ya da gogalan bdlge igindeki delesyon ve
ondan dolayidir  Polimorfizm ise tek bir lokusun amplifikasyon tiriintiniin varlig
kluguna bakilarak belirlenmektedir.  Bu durum RAPD isaretleyicilerinin sadece



.zlnant) igaretleyicileri ortaya gikardifint gostermektedir.  Omegin, bir fir
b,Ikag bireyin ve bir cins igindeki birkag tirtn RAPD analizini goz ondnde
. Tiir igindekd bireyler arasinda polimorfik olan bantlar teshis edilebildig:
on tzellikteki bantlar da tanymlanabilir.  Tir ditzeyinde degisken ozellikte

egzgmey
banﬂal' (bant tirin bitin tyeleri arasmda degigmezse) bu tiirdeki bireyleri

ada kullamimaktadir (Tingey vd1992)

Cenetik haritalama: Genetik haritalar canhlarin kromozom yapilan, genlerin
o o bireyin genel karakterleri arasindaki iliskinin daha iyi bilinmesine olanak
tadw.  Pratikte RAPD igaretleyicileri ilk olarak bu alanda kullamlmsgtir
id:(1991) ve Chaparro vd (1992) coniferler icin gerceklestirdikleri genetik
nada, RAPD isaretleyicilerinin hizhi ve giivenilir oldugunu gostermiglerdir.

Genetils cesitliligin belirlenmesi: Genetik isaretleyiciler bir populasyondaki
eor arasmdakl farklihk duzeylerini yada degigik populasyonlar arasmdaki farkhiiklan
venilir bicimde ortaya gikarmaktadr. Morfolojik karakterleri benzer olan
amzmalar aynt gruba konmakla birlikte, bunlar arasinda bir yada birkac gen
mdan farklilidlar bulunabilmektedir. Kigitk gibi gortinen bu farklihiklar snemli bir
g'a-'karsl dayaniklilig: belitleyen bir gen olmas: halinde énem kazanmaktadir.

Molekiler isaretleyicilerle yapilan caligmalarda, DNA polimorfizminin PCR
uyla ortaya gikanimas: esnasinda kargilagilan gugiulderi ortadan kaldimmak igin,5-
‘10-mer arasinda degigen, belli bir amaca yonelik olmayan  primerler
aktadm  Elde edilen bantlar poliakrilamid yada agaroz jel elektroforezi
yla saptanmaktadir Bu kxiterler yardimiyla RAPD igaretleyicilerinin belirlenmesi
“modifikasyon tammianmigtiz DNA Amplification Fingerprinting (DAF) ve
itrarily Primed PCR (AP-PCR) AP-PCR'da 20-34 oligoniikleotid uzanlugunda
Jer kullanlir, gogaltma firiinleri radyoaktif olarak isaretlenmekte ve poliakrilamid
¢ aynlmaktade. DAF'de ise 3-8 oligonikleotidlik lkisa rastgele primerler
wimaktadw ~ PCR trinleri poliakrilamid jel elektroforezi ve giimug boyarna
wvla belirlenmeldedir Kullamlan kisa rastgele primerler DNA ipligindeki &zel
 bolgeye baglanmaktadir, DAF ile olugturulan gogaltma sadece belli b amaca
liktir, fakat rastgele degildir,

DAF fingerprint ile olugturalan bantlar iki kategoriye aynimaktadir: Filogenetik
k korunmug bantlar ve bireye zel bantlar. Primerin baglandig balgeler kalip DNA
ca rastgele dagilmistir (Caetano-Anolles vd 1991).  Cogaltma siresince bircok

11



DNA bolgelerinin yeterl olarak arttinlmasina izin vermeldedir Bu fakicrler
P eslesmesinin lokalizasyonunu, sayisumu, gesitli baglanma ve uzama
- stabilizasyonunu  ve  polimerazin  primer-kalip  eglesmelerini
resindeki etlanligi kapsamaktadir Primer uzunlugu, primer ve kalip yapis:,
kogullan gibi diger faktorler primer-kalip olusumunu etkileyebilmektedir  Bu
galtma gartlaniun optimize edilmesi énemlidir. Fusarium'un tor, formae tirleri
sevivesinde aymm zordur (Manicom vd 1990) Birgok ozelligin goz Snunde
iralmas: gerekmektedir (Windels 1991). Bu amagla protein ve DNA (Kistler vd
com vd 1990, Peterson, 1991, Kim vd 1992) dizeyinde birgok farkl metot
15&:.'_' Yukanda da belirtildigi gibi en etkili isaretleyiciler molekiler dizeyde
erdir (rzellikle son yillarda wk ditzeyinde yapilan calismalarda mitokondri,
ma ve genomik DNA ile yapilan RFLP analizlerinin yanunda, rastgele sentezlenen
emun kullanildigs PCR'a bagh RAPD analizinden de yararlamilmaya baglanmistir
jarn 1k aynimu 1¢in yapuan calismalarda daha guvenilir, ucuz, hassas ve gabuk
sgnucélér alinmaya baglanmugtir  Fusarium solani fsp.cucurbitaenin ki ki
daki "éynrm yapmak i¢in RAPD isaretleyicilerinden yararlanilmis tire ve iwka 6zel
_ _-:"Ide edilebilecegl gosterilmigtir (Crowhust vd 1991). Fusadum oxysporum
p;g'mn_: wklan arasindaki genetik iligkinin rastgele sentezlenen primerler kullanilarak
b’ii’ecegi ve bir wrkm digerlerinden ayirt edilebilecegi gasterilmistir (Grajal-Martin
3).  Patojen ve patojen olmayan izolatlarn aynilmasimda, patojenite testinin ¢ok
almasi nedeniyle son yilarda molekuler isaretleyiciler kullarulmaya baglanmistir.
la ‘Pusarium oxvsporum fsp.dianthi izolatlanmn aynminda rastgele sentezlenen
-Ienﬁ"yarda:myla elde edilen igaretlevicilerden yararlamlmigtir (Manulis vd 1994),
nagla Fusa.rimn oxysporum fspciceris izolatlanmin patojenite 6zelliklerinin
esinde de " molekiler igaretleyicilerden vararlandmstr (Kelly vd 1994)
o son villarda izolatlar arasindaki genetik iligkinin belirlenmesinde, molekiiler
lei’lcﬂenn verdigi  sonuglardan  yararlamlarak  dendrogram  analizleri
:kle:i%iﬁﬁlmektedir. Dendrogramlar aym1 molekiiler biyiikliikte olmayan gruplarin
tk  ortalamasiun kullamimasiyla elde edilmektedir (Li 1981)  Fusarium
mm fsp vasinfectum izolatlannmun ik ayrymmn yapilmasinda rastgele elde edilen




{ATERYAL VE METU1I
Materval
éilgniada kullanilan Fusarium oxysporum £ sp.melonis'in dért mhka; wk-0, wh-1,

-12 Fransa'dan (§ Maden) ve Amerika Birlesik Devletlerinden; A-12(uk-03, -
1), B-20rk-2), A-15(xk-12) (] Gordon, University of California, Barksley)

'K__ii_lﬁirierin hazirlanmas

Kaltiirler yaklagik 10 gtin boyunca 24°C'de giin 118inda  patates delstroz agar
DA da kiltire alindr Tek spor kolonileninden elde edilen spor stispansivonu, 30mi
tates dextroz broth (PL2B} iceren erlen mayerlere agianarak, 27°C'ye avarlanmis
ek hizdakd calkalayicida (170 rpm) € gtin Gretildi.

Primerierin sentezi

8 -met ve 10-mer'den clugan 14 adet primer rastgele dizenlenerek (Cizelge 2 2)
NA "sentezleylm aracihgla (Cyclone plus DNA  Synthesizer, Millopore Co.,
bémugh,l\/IA} sentez edildl. Elde edilen primerlerin miktanm tayin etmek icin UV
ektrofotometre kullamid:.

- PDB'da gogaltlan kultirler 30mllik steri! santnfy tiplerine akianiarak
(Oxg'de 3dk sanirifii} edildikten sonra Ustteki sivi faz uzaklagtinldr. Cokelti, 2milik
Cl tampona (50mM EDTA, 5 mM Trs-HCI, % 2 SDIS) ilave edilerek 65C'de 1saat
:E_t_lldl‘. {1:1) oramunda hamrianan fenol:klomfsn'ndan esit miktarda taplere ilave
erek 13000xg'de 5dk santriftj edildi. Ust faz temniz ependorf tisplerine aktanlarak
) orarunda hazidlanan kloroform:izoamilalkel eklendi Tupler iyice kangtinld: ve
iden 13000%g'de 5dk santnfiyj edildi. DNAY iceren uist faz ahnatak temiz ependorf
eting aktanild: ve hacmin ii¢ kat1 kadar %9100'uk etil alkol eklendi. Oda sicaklizinda
hik beklemneyle DNA'nm cékelmesi saglandi. Ckelme sonunda érnekler 1 3000xg'de
santrifly) edildi Santrifiijden sonra olusan ¢tkelek 2470k soguk etil alkol ile



anarak, oda sicakh@inda kurutuldu, Cokelek TE'de {10mM Tns-HCl, 1mM EDTA,
* ;:-é"ﬁ gozobndii ve arastumnada kullamimak tzere +4°C'de muhafaza edildi
.I.,ekﬁ-ofotometre}de DNA'™n miktan belirtendi (Rasder ve Broda 19835),

- Yararlamulan diger izolasyon tekmigi ise asagida acikdanmgti:Kati ortamnda (PDA)

figtirilen kitlttrlerin miselyumlan spatula yardumiyla toplandi ve soguk havanda toz
hgﬁhe getirildi  Tartilan miselyuma her gram 1gn %2k {agwhk/hacim)
sxadecylirimethylammonium bromide (CTAB; 100mM Tris-HC, 1.4 M NaCl, 20mM
EDTA) izolasyon tamponu eklenmigtir  Iyice kangtmmlan omekler 53°C'de 20dk
lletildi ve sonra 1300(rxg'de 5dk sanmfiy edildi COlugan tst faz ahnarak lhacim
loroformeizoamilalkol (24:1) eklendi ve 2dk yavasca kansumlds  15000xg'de § dk
é}iﬁ-ﬁﬁjden sonra tekrar dst lasim toplandi ve 1/10 hacim 7.5M amonyum asetat, 2
im soguk 610018k etanol eklendi. Omekler -20°C'de 1saat DNA'nm ¢okelmesi icin
etitdi.  15000xg'de 5dk santrifiijden sonra elde edilen gokelek en az iki defa %5701k
olle yikand: ve oda sicakhgmda kurutularak vaklagik 200 ul TE 'de citz6ldd (Graham
d 1994),

2.2.2DNA'nm ¢ogaltimasi

© Her gogalima reaksivonu kalip DNA (25 ng), bir primer {15pM), MgCl,
{4mM), 5 unite Stoffel Tag polimeraz (Perkin Elmer Cetus, Norwalle, CT), 2.5ul dNTP
kangim (dATP, dCTP, dGTP, dTIP den Z00mM) ve 2.3ul 10x Stoffel reaksiyon
fampommdan (10mM KCl ve 10mM Tns-HCI) clugmak tizere toplam 25pul' den olusgtu.
Kangima, buharlasmay: snlemek icin 251l mineral yag eklendi. Amplifikasyon Hybaid
151 reaktor (National Labret Co, Woodbridge, NI} kullarularak 4°C'de gergeklestirildi,
‘Amplifikasyon gartlan ise s6vledi: 96°C'de 10dk, bundan sonraki 35 déngt ise 96°C'de
Ssn, 45°Cde 20 sn., 72°C'de 30 snve 72¢C' de 1 dk

14



Cizelge 2.2.2. Kullanilan Primerlerin Kodlan, Sekanslari, %6G+C Miktan ve

Qlugturduklian Bant Sayisi

Kod Sekans (5'-3") % G+C Miktan [Olusan Bani Savisi
AU-8B  IGTAACGCG 63 9
AUSC [CGCACACG 75 10
AUSE  [ATGGATGC 50 11
AU-SH CAGGAATT 75 i4
AU-SL _ |GCCGAGCT 75 15
AUSN  (GCGGACAG 75 16
AU80 (GACCACCA 63 17
AU-88 ACGGGTGC 73 15
QOp-21 CCGAGCTG 75 15
Op-3 TCAGCCAC 63 12
Op-5 GGGTCTIG 63 18
AU-10S |ATACGGGIGC 60 14
QPF-05 |CCGAATTCCC 60 13
OPF-10 IGGAAGCTIGG 60 20

22,3 DNA elektroforezi

- DAF ¢ogaltma tirtinleri 0.3mm kahnliginda %3'lik poliakrilamid jel kullamlarak
aynldl Toplam 2.5ml olan jel 2gr tre, 350ul 10x TBE (100mM Tris-HCL, §3mM Borik
“asit, 1mM Na,EDTA, pH 8.0), 500pl %40hk poliakrilamid gozeltisi ve 1.5pl steril
-sudan olugtu. 4udlik amplifikasyon trini 3.5ul'lk yiritme gozeltisi (%60.25 bromfenol
‘mavisi, %0.25 xylene cyanol FF ve %40 sukgoz) ile kangtmidi ve jele yiklend:
Elektroforez yiriitme tamponu olarak 1xTBE kullamidi  Elektroforez, sndeki bova
“(xylene cyanol) jelden ayrilincaya kadar 105 volita gergeklestirildi

2.2.4 Giimiis boyama (Silver Staining)

Bassam vd (1991) tarafindan geligtirilen giimtis boyama metodu kullamld:. Tek
fark olarak bantlarin belirginligi icin 10 defa fazla NayS,03 (% 0.4) kullaniidi, Jeller
%7 5luk asetik asifte 10dk sabitlestirildi, 3 defa distile su ile yikanarak giimig

¢ozeltisinde { % 0.1 AgNO3 ve % 0.056 HCOOH) 20dk tutuldu. Tekrar distile su ile
yikanan jel, bantlarin belirginlifini saglayen solisyonda ( %3 Na,COj, %0056
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GOH ve %0 4Na,8,0; ) banilar gorilmeye baglayincaya kader tuuldu.  Bantlar
lirgenlegince %47 3'Tuk asetik asit ile reaksiyon durduruldu, Boyanan jeller, elekiroforez
-' ienﬁzgmlde kurutularak bantlann sayis: saptandi

Restrilssiyon enzimlerle kesme

PCR reaksivonundan sonra elde edilen ¢ogaltina iriinleri restriksiyon enmmienyle

6. Sonuclarm degerlendiriimesi ve analizi

- Her primer tarafindan olusturulan, belirli molekuler agirhfa sahip bantlarm
}m'gm i, olmamas1 ise O olarak gdsterildi. Bittn wklar icin denenen 14 rastgele
eﬁtézlenen primer (yeniden iretilebilen ve polimorfik bantlar veren) tarafindan
sturulan bantlar biraraya getinildi ve NTSYS (Numerical Taxonomy and Multivanate
_'ysis Systern) bilgisayar programmun 170 uygulamasmna (Applied Biostatistics)
aktanilds (Rohfl 1988). Verler Jaccardin benzerlik katsayisim elde etmek icin,
IMQUAL (Similarity for Qualitative Data) kullanilarak analiz edildi. Elde edilen
nzerlik katsayisi ve UPGMA (Unweighed Pairgroup Method with Arithmetic Average)
ardirmyla dendrogram olugturuldu.

._...
oh



DAF ( DNA Amplification Fingerprinting) virsler, bakteriler, funguslar, bitkiler
gvaniar arasinda bireylerin tammlanmasi, haritalama, bireyler ya da gruplar
daki iliskilerin belirlenmesi, genetik cegitlilik ve epidemiyolojik ¢aligmalarda
éﬁ-molekiﬂer yontemlerden birisidir.  PCR'a bagh olup, her reaksiyonda sadece
tane  &-mer va da 10-merlik rastgele sentezlenmis primerle g¢ogaltma
aturulmaktadir Cogaltma tirtinleri ise poliakrilamid jelde ayrilir ve giimug boyama ile
- gartitir. PCR'a bagh diger tekniklere gore basit, huzh, duyarli olup; DNA
__ n'un bilinmesine gerek yoktur DAF protokolinde belitli bantlarin
arlanabilirligi ve bantlarm aymmi onemli iki faktordir. Sozii gecen bu iki fakior,
Ian DNA'min safligr ve muktanindan  biyik éslcide etlalenmektedir.  Aymca
_s1yoﬁda kullan:lan solitsyon ve enzim konsantrasyonu, PCR program: da gogalmay:
ediginden, reaksiyondan 6nce optimizasyonun saglanmasi gerekmektedir

Bu gahigmada Fusanium oxysponum f sp.meloms irklari molekiiler yontemle analiz
Ilk olarak DAF parametrelerinin optimizasyonu saglandi ve uklar arasindaki
etik benzerlik NSTYS (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System)
isayér programy kullamlarak belirlendi. Cahigmada kullamlan DNA'min safligims
stirmak ve jelde gozlenen bantlarm tekrarlanabilirlige olan etkisini géstermek
T _aclyia, kati ve sivi ortamlarda yetigtirilen kulttrlerden ik farkls metodla DNA
jasyonu vapudi Her iki ortamin DNA izolasyonu igin wuygun oldugu, ancak
yum-spor kearigimimn elde edilmesinin  katt ortam kullamsldiginda daha kelay
I8u gozlendi. Yaklagik 200mg rmselyum -spor kanigimindan, 10ug DNA elde edildi,
'urn DNA miktarinin belirlenmesi amaciyla degisik konsantrasyonlardakd k-2

A'st ATU-8S {5'-ACGGGTGC-3N primeriyle Qogaltlldl (Sekil 3.1). Olusan ¢ogalma
lerine gbre 25ng DNA'min, diger konsantrasyondaki DNA'lara gére daha iyi
liflkasyon  olusturdufu gozlendi  Sekil 3.1'de  gorildigt  gibi  DNA
antrasyonunun artmast 6zel olmayan amplifikasyona neden oldu ve sadece genel




Bunlarin yamusira primer ve MgCl, konsantrasyonu, kuilamlan primerler de
nemli olmakla birlikte, kontrol edilmesi kolaydir. Uygun MgCl, konsantrasyonunu
jirlemek igin 1-6mM arasindaki alts farkls MgCl,  konsenirasyonu denendi
nplifikasyon igin A15 ve AU-SN (5-GCGGACAG-3) primerinden yararlanild:
MgC’Iz konsantrasyonunun artmast yada azalmas: yavag artan bantlarn yok olmasiyla
sonuglands.  Olusan cofaima trtGnlerine gore 25pl reaksiyon igin, 4mM MgCl,
ansantrasyonun uygun alduguna karar verildi (Sekil 3 2:0).

. Sekil 3.1, Farkl DNA Konsantrasvoniastnis ( 5-200ng) Fusarivim oxvsporum
' fep.melonie 'in DAF Banilanna Olan Etkisi, Irk-2 DNA' smmun
5-ACGGGTGC-3' Primeriyle Clugturdugu Cogalma

M: 100bp Marker, a:200ng, b 130ng, ¢ 100ng, d: 50ng,
@ 25ng,  fne  Ik-2DNA's




3.2, Farkls MgCl, Konsantzasyonlarimin  (1-6 mM) Fusarium
oxveporum fsp.melonis 'in - DAF Bantlarma Ftkisi. A-15 DNA' smin
F-GCGGACAG-3 Primerivle Olugturdugu Cogalma

‘M 100bp Marker, a: 6mM MgCl,, b: 5SmM MgCla |, ¢ 4mM MgCl,,

-' d 3ImM MgCl, , er 2mM MgCls, £ ImM MaCly

Cf_ahsgmada kulanulacak primerleri belirlemek amacrvia primer koleksivonundan 6-
"mér ve 10-merlik 40 fane rastgele sentezlenmis primer secilerek iki wk (wk-1.2 ve
¢in DAF gergeklestirildi. 6-merlik olan primerler gofalma trtntt vermedi. 10-
primerlerden, tekrarlanabilen ozellikte bani olugturan ti¢ primer ve $-mer olan
rlerden ise onbir tane segildi. Bu sonuglara gére fazla sayida, tekrarianabilir
llite bant olugturan ve GHC igerifii %50-75 arasinda olan 14 primer segildi
fmada kullanilan primerlerin kodlart ve sekanslan Cizelge 2.2.2'de gériimektedir.
Primerler ise va ¢ogalma olugturmad: va da gok zaynif Ortnler meydana getirdi.
zamanda reaksivonda kullanulan primer/DNA orarunun da Snemli oldugu ve en
. oraan 3/10 oldugu belitlendi.  Bu sonuca bagh olarak primerlerin
trasyonlart  spekirofotometrik  olarak  saptandi  ve kullamlan DNA
t_rasyanma bagh olarak da 235ul PCR reaksivonu igin kullanidacak primes
lart da belirlend



PCR programu degigik iki PCR makinasinda denendiginde aym PCR bantlan elde
agildi. Bu sonuglar elde edilen bantlann PCR makinesine degil, programa bagh
Jdugunu gosterdi.  Taq polimeraz enzimi 3 ve 4 inite olarak denendiginde gogalma
éﬁﬁcu olugan bantlarda defigikhk gézlenmedi Optimizasyon denemelerinden sonra

tandart PCR sartlanyla DAF analizi gergeklegtinldi,

Amerika Birlegik Devletlen ve Fransa' dan gelen wklarla 40 rastgele senterlenmisg
pnfher arasindan segilen 14 tane §-mer ve 10-merden olugan primerlerle DAF analizi
tldi. Butin reaksiyonlar en az iki defa tekrarlandi Bu sonuclara gdre her tekrarda
...1en bantlarin says1 esas alind:.  Segilen primerlerden bazisi, test amaciyla segilen k
«in ¢ogalma olugturmasina ragmen, diger wklarn bazsmda coZabma meydana gelmedi.
u nedenle analizler boyunca her tekrarda bant olusturan primer igin  "+", bant
lli_iﬁ;fxlnnayan prmer icin "-" igaretler kullamldi (Cizelge 3 1) Analiz sonuglanna gére
primer AU- 8B (3“GTAACGCG-3) diger mklar igin cogalma olugturmasina ragmen,
'_1;7"1 igin gogalma olugturmads (Seldl 33) Aymu gekilde primer AU- 20 k-2, primer
U-8F (3-ATGGAT (-3 uk-1.2 igin gogalma meydana getitmedi. Primer AU-SL (3%
GC GAGCT-3")  1se Amerika Birlegik Devletlerinden gelen wklar icin  gogalma
Iuémrmadl (Bkz Cizelge 3 1) Her pnmerin olugturdugu bant sayismm ve ¢ogaima
relliginin birbirinden farkh oldugu saptand: (Sekil 3.4) Sekil 3 #de goraldngd gibi
qgiien primerterin her bini farkh bantlar olugturdu. Aynica pumerlerin bazs: digerlerine
¢re daha fazla DNA bant: meydana getirdi (Bkz. Cizelge 2.2.2) PCR trinlernin
iytkltginin ise 100-1300bp (baz cifti) arasinda oldugu saptandi. Genelde her primerin
gtardugu bant sayismn 100-1000 bp arasinda yogun oldugu gézlendi ve verilerin
egerlendiriimesinde de bu arahktald bantlar esas alinda

20
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.' ¢i¥éiga 5.1, Fusarium oxysporum fsp melonis Irklann 14 Kast
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M a b o d e f 24 h
3, Irk-1 DNA' simin Farkly Primerlerle Clugturdugu DAF Cogalmas:
M: 100 bp Marker .

a OPF-05  (5-CCOAATICC-3), b: Op2  (5-CCGAGCTG-3)
¢ AUSL - (3-GCCGAGCT3) ; d: AUSBO (S-GACCACCA-3)
e AU-8N (3“GCGGACAG-3Y; £ AU-SH (3-CAGGAATT-3)

g AU-SE  (S-ATGGAIGC-3) ; h: AU-8B (5“GATACGCG-3)

Kullanilan 14 restgele primerden AU-8B (3-GATTICGCG-3Y primeri k-1 igin
na friing vermedi. Bu sonug primerin irk-1' in genemunda baglanabilecek &zel

rlanabilen ve saylabilen ozellikte olanlar esas alindi Bu sartlar dogrultusunda
e AU-RC (5-CAGGCCTT-3) k-0 DNA'siyla 100-1400bp molekuler agirfigindald
g‘ﬁﬂ_ia Grtinlerini meydana getirdi ( Sekil 3.4;2). Primer AU-SE (5~ATGGAIGC-3% ise
-2 fgin gogalma olugturmad (Bkz Cizelge 3.1) Yukanda wk-] igin belittizimiz
m k- 1.2 igin de s6yleyebiliriz Ru primer ige 100-1100bp arasmnda bantlar verd;
her AU-20 (S-GACCACCA-3) ise 1rk-2 igin pogalma trtnd vermedi ve primer AU-
ibi 100-1300bp arasinda tranler olughurdu (Seldi 3.4;¢). Primer AU-SL (5
GAGCTw.B’} ise Amerika Birlesik Devletlerinden gelen uklar ipin gofalma trang
adi (Bkz Cizelge3 1)  AU-SN (5-GCGGACAG-3) primeri 100-1400bp
da gogalma trtnleri olugturdu (§ekil 3 4:d)  Primer AU-8H (5-CAGGAATT-3)

a3
- sty




00bp (Sekil 3.4:0) , AU-B0 (5-GACCACCA-3)100-1300bp, AU-SS (5-
TGC-3) 100-1400bp (Sekil 3 5), Op-2 (5-CCOAGCTG-3) (Sekil 3.3:b) ve Op-
TCAGCCAC-S') 100-1300bp, AU-108 (5-ATACGGGTGC-3) ve OPF-10

GCTTGG-3) 100-1000bp arasindaki ¢ogalma tirtnlerini meydana getirdiler
3.10; Sekil 3.11). Op-3 ise cok sayida gogalma clugturmasma ragmen sadece
antlar esas almdig: igin 100-900 pb arasmndaki bantlar sayild:

b < d e f g h

- Irk-0 DNA! stnin Farkls Primerletle Olusturdugu DAF Cogalmas:
M. 100 bp Marker

AU-88 (5-ACGGGIGC-3) . b: AU-8L (§-GCCGAGCT-3Y
AU-80 (5-GACCACCA-3) . d: AU-SN (3-GCGGACAG-3)
AU-8H (5-CAGGAATT-3) : f AU-8E (3-ATGGATGC-37
AU-8C (5“CAGGCCTT-3) ; h: AU-SB {(3-GATTCGCG-3"

tka 6zel banilann tesbitinde ise, daha dnce Fusarium cinsi igin denenmig olan
C~ACGGGTGC-3) ve OPF-10 (5-GGAAGCTTGG-3"  primerierinden
dl Diger primerlerin ¢ok az polimorfik bant olugturdugu gdzlendi AU-8S
T olusturdugu gogalma sonuglanna gore k-2 (Sekil 3.5;a; 900bp), 1k-132
,b:910bp,c:58()bp}, B-2 ($ekil 3 5;a ve d:1500bp'den buytik) ve A-15 {Sekil




ve :400) icin polimorfik olan bantlar tesbit edildi. Sekal 3. 5'de be
9_1}”39@ aym1 uwklann paylaghklan polimorfik bantlarm yam é L c.lb.l tkd
de pohmmﬁk bantlarm oldugu garildis (Sekil 3.5;d ve &) B:’I"% Sa#m el
ve Q-1 1qmn olugturdudu ¢ogalmada, pﬁlimorﬁi; dzeﬂ_ﬁc tagg;}m:nnﬂlzf 'ul;.lf
tesbity

i}i: sonug vermedi Bu nedenle ; rnin
: : OPF-10 primennin o
lugturdugu bantlardan

A-12 ve gk-{ ¥
di. A-12 ve wk-0 igin vaklagik 1200 ve 1400bp olarak saptanan iki tane bantin
{anil e ban

u-a.;(Selﬂl 3.6;3:1200bp,b: 1400bp) i

kil 3.6 b ), A-12 igin yaklagik S00bp 1

(Sl : 8 olan pol 3

1enn;;it;r._ Q?elmﬂ;n bantlarin wka o6zel bantlar oldugu tecbltpo eznﬂzﬁlk(sba;;
. ve wk-1 igin yaklagik 950bp olan polimorfik bant belirlendi { Sekﬂ
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AKDENIZ UN

ekil 3.5 AU.gs¢

% AU-BS (5-ACGGGTGC-3

Iiklanyla Olusty 3") Primerinin Fusariufy

iy rdudu (:Qgﬂn-la‘_ja B 1 oxvEporum fsp melonis
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3.6. OPF-10 (5-GGAAGCTTG(G-3") Primerinin Fusarivm oxvsporum
. f£sp.melonis klanyla Olugiurdugu Cofalmada Belirlenen Polimorfik Bantlar
100bp Marker, 1: Fusarium moniliforme, 2: A-15, 3:Q-1, 4:A-12,
wk-12, 6: k-2, 7Tirk-1, 8 Ik-0DNAs:

AU=_=SS .: primetinin olugturdufiu gogalma trtinlerinin detayls analizini yapmak
la, ¢ogalma aronleri EcoR 1 (12000 wml) (Sekil 7) ve Hind TII (12000 wiml)

e de bantlarda degisiklik gozlenmedi Crzellikle ki koleksivon arasindaki ayni
Ark=1.2 ve A-15 diginda, ayiu temel bantlars paylagtiklan belirlendi. Bu primerin

bantlarin ayid



=500

h M

ekil 3.7. AU-88 (5-ACGGGTGC-3") Primerinin Fugarium oxvsporum fsp melonis
Irklariyla  Olugturdugy  PCR Urdnlerinin  EcoR I Restriksiyon Enzimiyle
Kesiminden Sonra Goriilen Bantlar
alk-0; brltk-1; coIk?, dlkl2 ; el A-12 f: Q-1
g:B-2 ; h A-15 M: 100bp Marker

h

ekﬂ 38 AU-88 (5-ACGGGTGC-3) Primerinin Fusarium o 0XVSporum

- fspmelonis Irklartyla Olugturdugu PCR Urtnlerinin Hind I Restriksivon
Enmmyie Resiminden Sonra Gériilen Ranilar

a A-15 0 B B2 5 o Q1 d A12 ) e Ik-12

; fi k-2 ;
g k-1, h Ik M: 100bp Marker




Trka ozel banilanm tesbitinin varuswa bittin irkiarda gizlenen gensl bantlar da
tendi; Bu bantlann biittin wklarda cogalmas:, resiriksiyon enzimiyle kesimden sonra
imesi, bu tirtin rklanma &zel olabilecegini kanutlar gézitkti { Sekil 3.6 9; a:3500p,

ATT G (f; ,-‘i-".-”-.:ﬂa'& A
A ]
- o

(FHFTGE-10 primerim'n c-lusturduéu gsgalmada

5:"-'G(}AAGC‘TTII}E 3N pomeriyle elde e-:iﬂen gogalma ﬁninlen ayni primerle
tan Fusariurn monﬂifonne tiirt e karsagtilds  Fusarium oxysporum icin tire
'larak belirlenen bantlar Fusatium moniliforme'de gorilmedi {(Sedal 3 11; a:850bp,
Obp, <:600). Bunun yamsira yaklasik 450bp olarak belirlenen bantm hem Fusarium
oxysporurmn hemt de Fusadum moniliforme'de gérilmesi bu bantm Fusanium cinsmi
' 1a'yabﬂecem fikrini verdi (Sekil 3 11; d:450bp)

-.S&kil 3.9. AU-88 (5-ACGGGTGC-3) Primerinin  Fusariom OXVSPOLHM
f.ep. rnelom:; Irklanyla Olusturdugu Cogalmada Belirlenen Genel  Bantlar
LA15, 2:B-2 , 3:Q01, 41 A-12, 5: Trk-12, 6: k-2 , 7: Frk-1

8 Ik-0  M: 100bp Marker

2: 850bp, b: 750bp, o 600bp
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trklar arasimdaki filogenetik iliskiyi belirlernek amactyla, segilen primerlerin 100-
bp arasinda olusturdugu bantlar degerlendinldi  Elde edilen veriler SIMQUAL
i éﬁty for Culitative Data) segimiyle Jaccardin benzerlik indeksim hesaplarnada
aldi (Cizelge 3.2). Her ik set igin gergeklestirilen benzerlik katsayilan (1) 0.38
e 1.2) ile 064 (A-12;0-1) aramndayd. UPGMA (Unweighted Paired Group
'_ gd with Arithmetic Averages) fenogramm olugturdugu gruplara gére, umk-2 diger
. dan gok ayn bir smf olugturdu. ki sef igin olugan smiflandima analizlen aymi
clan verdi {Cizelge 3.3). Ik grubun sonuglan beraber incelendiginde ise benzerhik
k_g'inde meydana gelen degigiklige bagh olarak, simflarda da degigiklik meydana
‘Trklarm eslesmesi ile olugan benzerlik katsayis: 0.34 (uk2-B2) ile 0.60 (A15-A12)

lge 3.2 Fusarium oxysporum £ sp.melonis Irklariin DAF Analizz Sonucu Elde
- Edilen Genetik Benzerliklen

Irk-8 (Irk-1 Irk—2 Irk-1.21A-12 -1 B2 |A-15
11

0.56 | 1

0.43 1041 ] 1

045 | 044 | 0.38 ]

05210531039 041 | 1

047 | 0451041 | 043 (054 | 1

058 | 044 | 034 | 035 | 0481047 | 1

0.45 { 048 { 0.38 | 0.41 g6 | 0.52 048 1




- Olugturdugu Dendrogram

.'_lég.S.S. Fusanium oxysporum fsp melonis Irklannm DAF Analin Sonucu
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Amerike Birlegik Devletlerinden gelen

kblﬁksi}’ﬁnda vet alan wklarin aralarinda olughurdugu dendrogram
oL alan gcala Jaccard' m benzerlik katsavisiyla olugturulan benzerlik yizdesini
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-edilen sonuglar bagaril ve tekrarlanabilir PCR reaksiyonlan igin Mg

ﬁhlsmﬁnam igin Mg™™ konsantrasyonu snemlidic (Mullis vd 1994). Cnki bu
"'kOfék_'tﬁr olarak gorev yapmaktadm Bagarh ve tekrarlanabilir dzelliktela
g:m ._ K-ig++ konsantrsayonu fam olarak belirlenmesi gerekmektfedit. Bu
Bda en uygun Mg ™" konsantrasyonu 4mM olarek bulundu (Bkz Sekil 3.Z:c)
en degier, RAPD analizleri igin belirlenen Mg ' " konsantrasyonu araligmda
_ '1}}%: almaktadir { Tingey vd 1992

AFI‘;m ¢ok kasa (Smer- 10mer) ve rastgele pomerier kullarulir, kalip DNA'mn
dlnsmm bilinmesine gerek yoktur. Bu nedenle test edilecek primerlenin
zel balgelers baglanma ézelliginin test edilmesi gerckmektedir Caligmada



cak primerler bu sonuca bagh olarak dnceden test edilmigtir. Baz primerierin
a meydana getimmemesi bu primerlerin Fusarium oxsporum f sp melonis'in
DNA'sinda uygun baglanma bslgelerinden yoksun oldugunu va da densy sartlan
b lamﬂamn olmadigmm gastermektedir,

Diger dnemli fakifr ise test edilecek primerlerin konsantrasyonudur  Cinkd
4 'mtmlen pamer-kalip DNA oramndan da etkilenmeltedir Bu nedenle,
ak pmnerlenn konsantrasyonu en uygun DNA konsantrasyonuna gére
Cﬁnlzu primer konsantrasyonunun artinlmast DNA' da baglanma bslgelerinin
eden olmaltadir Digik konsantrasyonda primer kullamldiginda daha btk
ldé edimektedir  Primer konsantrasyonu arttinldiginda ise bu bantlar
]_makta, daha kiigitk bantlar gériilmeldedir (Weeden vd 1992)

ogalma gartlan1 primerlerin  baglanma sicakhgindan ve zamamndan da
enmektedu Bunlann vam sira enzim Lcnsantrasyonu {3-10 unite), DNA ipliginin
a sxcakhgl (94-96°C), yeni DNA'mn sentezlenme zarnan (30-60 sn.), ddngil savisi
ve farkh PCR makinas: kullaiimas: DAF bantlannm olusmasmda az etkili
dir (Castano- Anollés ve Bassam, 1993)

AU—SS ve OPF-10 promerlerinin cogalmas sonucunda rka &zel bantlar teshas
'Sekﬂ 3.5, $ekil 3.6) Diaha 6nce Fusarium cinsi lgin bu primerlerden yararlarulmis
bir cahigma igin uygun primerler oldugu saptanmustir (Zhang vd 1994), Trka ézel
-yarusira Fusarim oxvsporum tiiriinde genel olarak gogalan bantlar da belirlendi
:akﬂ 3.9, $ekil 3.10). Belirlenen bantlann diger bir Fusanum tirfinde olmamas:
stelcler gizikuyor. Aynica iki Fusagum tirinde de ayru bantm bulunmas: bu
_1 oIab:lecem fikrini ortaya gikaryor (Bkz, Sekdl 3.11;d). Ancak kesin bir sonuca

ada PCR triinlerinin EcoR I (Bkz, Sekil 3 6) ve Hind IIl (Bkz Sekil 3.7
513’01‘1 enzimleriyle kesilmesi, bantlar arasindaki farkliligy tam olarak ayirt edemedl
Bnn; korunmus (konservatif) bantlann aym molektler aguhk yarmnda, aym baz
5}0nuna da sahip oldugunu gosterdi. Ancak kullamlan enzimier aits bazlik olup,
Ylinlerinin dért bazhk bir enzimle kesimi vapimadi. Bu teknik Fusagum
eamm un genetik cesgitliliging saptamak igin de kullanilmistir (Quellet vd 1993)

mﬂeﬂka Birlegik Devletleri ve Fransa'dan elde edilen wklann kendi aralannda
MU suuf analizleri arasmda iliski bulunmasma ragmen, benzerlik indeksleri
frdlilik oldugu gozlendi (Bkz. Cizelge 32) Buna bagh olarak da sklar

b
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a;asmdakl benzerlik ylizdesinde farkhhiklar ortaya gikti. Omegin, k-0 ile k-1 ve A-12

¢ O-1 diger wklara gtire birbirlerine en yakin wklard: Ancak benzerlik ytzdesi k-0 ile
k-1 arasinda 0.56 iken, A-12 ile Q-1 arasinda 0.64 olarak belirlendi Her ik grup
irlestirip yeni bir suuf olugturuldugunda ise uk-2'nin yine diger wklardan ayn bir grup
psturdugu gorildd (Bkz Cizelge 3.3) Bu sonug, wklann bitkide gosterdigi
imptonlarla iliskili bulunmugtur. Daha énce agiklandg gibi k-2 lezyon gostermeksizin
sin bir solguntuk olugturmaktadir. Diger wrklar ise énee yapraklarda bir kloroza neden
hnakta., bunu hipokoﬁllerde goritlen bir nekroz olugumu izlemektedir. Fk-1.2 ise iki
kli susa sahip olup, dayamkhlik genini tagiyan kavun cesitlerine dayamklilik
eﬁhektedix (Risser vd 1976). Bu nedenle k-0 ve mwk-1'den ayn bir siuf olusturdu,
-_kgléksiyondaki wk-1.2 arasmnda gdzlenen farklibk bunlarn ayn suslar olabilecegini
y:a. koydu. AU-88 primeriyle yapilan analizlerle NSTYS programmdan elde edilen
i ut;lén karsilagtinildiginda, sadece bir primerden elde edilen sonuglarla da farkh
Igeaen gelen uklar arasindaki ayirimin fazla olmadigs, ancak diger primerlerden elde
edﬂen sonuglarin dendrogram analizinde beliriilen gruplann clustugu gézlendi (Bkz

l_abﬂe_cegi:ﬁ ifade etmektedir., Caetano-Anollés vd (1991)mn belirttigi gibi baz dirisinde
yukarida belittigimiz nedenlerden dolay:s meydana gelen degisikler, farkli molekitler
ihikta bantlarin olugmasina neden oldu,
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tere gore ucuzdur. Czellikle kullanilan DNA izolasyon teknikleri, poliskrilamid jel
rtroforezi ve bantlann hassash@mi arttwan gomis boyama DAF  verilerinin
: Erunu artirdy,  Elde edilen sonuglara gére DAF analizi fungus uklarmm
Wlanmasl ve wklara 8zel molekiler igaretieyicilennin elde edilmesi igin énerilebilir
wn igin ilk olarak iyi gogalma clugturan ve kullamlabilecek &zelhkte polimorfizm
pnmerlenn secilmesi blyik onem tasy Calismada kullandigumz AU-88 ve QFF-
merler: patojenin wklanmn ayriminda kullamlabilir,  Daha sonra yapuacak olan
alarda bu primerlerden elde edilen bant jelden izole edilerek Klonlamp, did anah=z
ﬂar k ika #zgiin prmerler hazirlanabilir  Segilen diger pnimerlerle de restriksivon
| anahn izlenirse, daha fazla genetik bilgi elde edilebilir Bu ¢alisma iwka ézgiin
i bolgelenmin saptanmasi ve mka ozel problar haline getinlmesi igin baslangic oldu

Radyoaktif veya antibad: ile i1garetlencbilen problar mikroorganizma populasyonu
_ wklarin belirlenmesinde kullarulmakiadir  Irka dzetn elde edilecsk primerler
efhiyoloj& markerlar olarak kullanilarak, elam dnces: topraktaki wklarn teshiti ve
ikl kavun cesitlerinin yetigtirilmesi ile patojenin etkisi dnlenebilii Bu caligmada

tanmmg oldu.  Béyle bir calisma ile ekonomiye ve dzellikle doganm korunmasma
! olunmasi amaglanmstr,




OZET

FUSARITUM OXYSPORUM FSP MELONIS IRKLARININ
. DAF { DNA AMPLIFICATION FINGREPRINTING JMETODUYL A
BELIRLENMEST

_ Pusarjum oxysporum fsp.melonistin kavunlarda neden oldugu solgunluk ve
'.a, bagta Antalya gevresi olmak tizere Tirldye'deld kavun iiretiminde dnemli
ara neden olmaktadir. Bu nedenle hastaligin kontrolii igin toprakta meveut olan
gjenm farkly belirtilere sahip wrklanmin tesbiti ve dayanikh kavun cesidinin segimi
- dnem tasimaktadir,  Molekitler igaretleyicilerin kullamlmas: her tirlii canlida tiir
-dﬁzeyda_ yapilabilecek ik tesbitine olanak saglamig, patojenik ozellik gésteren
plann tanimlanmasmda biiyiik kolayliklar getirmigti.  Bu calismada molekiiler
etleyicilerin belirlenmesinde kullamlan en yvaygin metodlardan biri olan DNA
phﬁbaticm Fingerprinting (DAF) metodu kullanilarak  Fusarium oxvsporurh
p.melonis'in molekiler dilzeyde analizi yapiimstir

Oneelikle DAF metodunun patojen icin optimize edilmesi denenmistir. Elde
len sonuglara gére optimum DAF kogullarn igin Mg™ ', DNA ve primer
1santrasyanunun énemli oldugn bulunmugtur, Opiimize sartlarda, segilen primerierle
alma gerceklestirilmistir. AU-88 ve OPF-10 primerlerinin bittiin wklarda olugturdugu
Hardan, wka o6zgi olanlar saptanmustir Buna ilave olarak AU-8S primerinin
dugu PCR trinleri EcoR I ve Hind III restriksiyon enzimleriyle kesildi. PCR
nlerinin  restriksiyon enzimleriyle kesilmesi farkli banilar olusturmad: Irklar
dakl filogenetik iligki, secilen 14 primerle olusturulan DAF reaksiyonlan sonucu
¢ikan bantlara gére NSTYS (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis

tem) ile saptanmigti.  Bu sonuglara gére wk-2? diger wklardan ayn bir spuf
sturmustur.

Yapilan caligmayla optimize edilen DAF metodundan yararlanilarsk Fusarium
orum f'sp melonis wklart arasindald genetik benzerlik belirlenmis ve wka Szgl
ar elde etmek icin baslangic vapiimstir
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UMMARY

[DENTIFICATION OF FUSARIUM OXYPORUM F 8P MELONIS RACES
USING DAF (DNA AMPLIFICATION FINGERPRINTIN G} METHOD

. Wilt and yellowing diseases of muskmelon caused by Fusadum cxysporum fsp.
nis are sericus problems of muskmelon production in Turkey, especially in Antalya
1@’;{ For this reason, if is imperative to identify the races causing the disease and to
“ ..'.the registant cultivar to control the diseases. Use of molecular markers made
cation of races for all types of life forms at the subspecies level possible and
sduced great ease in identification of groups that exhibit special pathogenic properties.
work, DNA Amplification Fingerpnnting (DAF), one of the most widely used

ods to determine the molecular markers, was used to analyze Fusarium oxysporum

melonis at the molecular level,

‘At first, DAF was optimized for the specific pathogen by using different
trations of tempiate DNA, Mg Tand primers. For the optimized DAF conditions,
been shown that the above parameters were of importantance. The subsequent
riments were conducted using these optimized conditions, Two primers, AU-88 and
-10, gave race specific bands. In addition to this, the PCR products of these two

ers were digested with EcoR I and Hind III. The restriction enzyme digestion of
R products did not differentiate different banding pattemns. Phylogenetic relatedness
“the races was dstermined based on the DAF products amplified with 14 primers
then was analyzed by using NSTYS (Numerical Taxonomy and Multivariate
ysis System) According to these results, Race-2 constituted different clusters
PafEd to others.

In short, by means of the optimized DAF method, genetic relatedness among the
‘Was determined and a start towards developing a race-specific probe was made
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