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OZET

ANTALYA iLi ORTUALTI ALANLARINDA ASILI FIDELERDEN
YETIiSTIRILEN PATLICANLARDA GORULEN VERTICILLIUM DAHLIAE
KLEB. IZOLATLARININ MOLEKULER YONTEMLER KULLANARAK
TESPIiT VE TANIMLANMASI

Unver Talha KOC

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Danisman: Yrd. Do¢ Dr. Miirsel CATAL
Aralik 2014, 57 sayfa

Verticillium dahliae kleb. fungusunun sebep oldugu Verticillium solgunlugu
patlicanlarin en ciddi ve ekonomik yonden Onemli hastaliklarindan biridir. Hastalig
Onlemenin en etkin yolu dayanikli anaglar {izerine asilanmis patlican g¢esitleri
kullanmaktir. Bununla birlikte son yillarda Antalya bdlgesinde asili patlicanlarda
hastaligin yogun olarak goriildiigii ve ciddi kayiplara sebep oldugu gézlemlenmistir. Bu
calisgmada Antalya ilinde yetistirilen asili patlicanlardan elde edilen V. dahliae
izolatlarinin populasyon ve bolgedeki yaygin veya muhtemel yeni irk yapilarinin
molekiiler yontemler kullanilarak tespit ve tanimlanmasina c¢alisilmistir. Bu amagla
Antalya, Alanya, Aksu, Finike, Gazipasa, Konyaalti, Kumluca ve Manavgat il¢elerinde
20 farkli yerde 54 seradan hastalikli bitkilerden Ornekler alinmis ve V.dahliae
izolasyonlar1 yapilmistir. Elde edilen izolatlarin tiire has (species-specific) markor
genomik (SSMG) ve ribozomal DNA Intergenik Spacer (IGS) bolgeleri Polymeraze
Zincir Reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilarak DNA dizilimleri belirlenmistir. Asili patlican
izolatlar1 DNA dizilim ve filogenetik analizleri kullanilarak kendi aralarinda ve diinyanin
diger bolgelerinden farkli bitkilerden izole edilen ve gen bankasindaki dizilimleri bulunan
V. dahliae izolatlan ile karsilastirilmis ve patojenin Antalya bolgesinde yaygin olan
populasyon ve irklari tespit edilmistir.

izolasyon ¢aligmalarinda hastalik &rneklerinin toplandigi  Manavgat ilgesi
disindaki ilgelerde bulunan 11 yerde toplam 30 serada V. dahliae tespit edilmistir. Bu
izolatlar 9 farkli anag¢ ve kalem kombinasyonlarindan elde edilmistir. V.dahliae nin tespit
edildigi 30 seranin her birinden alinan tek bir izolat PCR c¢ogaltmalar1 ve DNA
dizilimlerini elde etmede kullanilmistir. Japonyadan getirilen ve domateste 1rk1 ve 1rk2’yi
temsil eden 4 izolatda PCR ¢ogaltmalarina dahil edilmistir.

Otuz asil1 patlican ve 4 domates V.dahliae izolatinin bu tiire has markor genomik
bolgesi DB19/DB22 primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR ¢ogaltmalar1 beklenen520 ila
550 baz arasinda bir PCR driinii  vermislerdir. IGS bolgesi primer ¢ifti
VAIGSFI/VAIGSF2 ile c¢ogaltilan 10 patlican ve 3 domates izolatinin PCR
¢ogaltmalarindan ise 1800 ila 2000 baz arasinda {iriinler elde edilmistir.

V. dahliae’ye has markoér gen bolgesi DNA dizilim analizleri 24 patlican
izolatinin 526 ve 6 izolatin ise 542 bazlik farkli bir bir dizilime sahip olarak iki farkli
izolat grubunu temsil ettigini gostermistir. Grup 1 ve 2 olarak adlandirilan bu izolatlar %
100’liikk bir benzerlikle V. dahliae’nin Diinyada bu zamana kadar belirlenen 7 seq
grublarindan seq?2 ve seq4 i¢inde yer almistir. Grup 1 izolatlari, 2 domates 1rk2 ve bir irk1



izolatina %100 benzerken grup 2 izolatlar1 % 98’den az benzemislerdir. IGS DNA
dizilimleride patlican izolatlarini A ve B grubu olarak ikiye ayirmistir. Bu iki grup
arasindaki benzerlik % 87 civarinda bulunmustur. A grubundaki izolatlar B
grubundakilere kiyasla domates 1rk2 izolatlarina daha fazla benzerlik gostermislerdir
(swrastyla % 95 ve % 79).

30 patlican, 4 domates ve gen bankasindan 46 farkli bitkiden alinan V. dahliae’ye
has genomik markor bolgesinin DNA dizilimleri kullanilarak yapilan analizler patlican
izolatlar1 icinde birbirinden tamamen farkli iki filogenetik grup bulundugunu
gostermektedir. Ozellikle birinci grup icindeki izolatlar domates 1rk2 izolatlarma daha
yakin grup ic¢ine girerken ikinci gruptakiler domates izolatlarindan ayri bir grup i¢inde
yer almiglardir. Diinyanin degisik bdlgelerinde degisik bitkilerden alinan 42 genbankasi
DNA diziliminin dahil edildigi IGS bdlgesi analizleride patlican izolatlarinin 2 farkl
fiogenetik grup icinde yer aldigin1 gostermistir. Birinci grupta yer alan izolatlar diger
sebze ve domates 1rk2 izolat1 ile beraber ikinci grupta yer alanlar ise domates irk1 ve 1rk2
ile tamamen ayr1 bir grubun i¢inde yer almislardir. V. dahliae domates 1rk1’e has primer
cifti ile yapilan PCR analizleri 30 patlican izolatininda 1rk1 olmadigin1 gostermistir.

Bu tez ¢alismanin sonuglar1 V. dahliae’nin Antalya bolgesinde asili patlicanlarda
genetik olarak 2 farkli izolat grubu veya populasyonunun oldugunu ortaya ¢ikarmustir.
Molekiiler analizler her iki grup icindeki izolatlarinda ikl olmadigimi teyit etmistir.
Analizler yine birinci gruptaki izolatlarin 1rk2 olabilecegini 2. gruptakilerin ise yeni farkl
bir grubu temsil edebilecegini gostermistir.
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has markor genomic DNA (SSMG), IGS bolgesi,
filogenetik agac
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ABSTRACT

DETECTIiON AND CHARACTERIZATION OF VERTICILLIUM DAHLIAE
KLEB. iISOLATES FROM GRAFTED EGGPLANST GROWN IN THE
PROVINCE OF ANTALYABY MOLECULAR METHODS

Unver Talha KOC

MSc Thesis in Plant Protection
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Miirsel CATAL
December 2014, 57 pages

Verticillium wilt caused by soil-borne pathogen Verticillium dahliae is one of the
most destructive and economically important disease of eggplants in Antalya province.
Growing eggplants varieties grafted onto resistant rootstocks is a common and efficient
practice to control the disease in the greenhouses of the region. However, the disease has
become serious and caused serious losses in the greenhouse-grown grafted eggplants.

In this thesis research, the population and race structure of V. dahliae isolates
from grafted eggplants were determined by molecular methods. The fungus were
isolated from eggplants collected from 54 greenhouses at 20 different sites in Aksu,
Alanya, Finike, Gazipasa Konyaalti, Kumluca, Manavgat districts. The pathogen were
detected in 30 greenhouses in 1lsites from all districts except Manavgat. The isolates
were obtained from 9 different combination of eggplant root stock and scion. DNA were
extracted from one single spore isolate representing each greenhouse. DNA were also
extracted from 4 tomato isolates representing irkland 112 from Japan. V. dahliae specific
marker genomic (SSMG) and intergenic spacer (IGS) regions of the isolates were
amplified and sequenced. While Amplifications of V. dahliae specific genomic region of
the isolates with primers DB19 and DB22 produced PCR products of 520 to 550 bp,
amplifications with with IGS regions with primers VdIGSFI/VAIGSR1 yielded products
of 1800-2000 bp.

The sequence analysis of V. dahliae SSMG regions revealed that the isolates from
grafted eggplants had sequences of 526 and 542bp lengths and formed two different
population groups named groupl and group?2 respectively. The sequences of these groups
were compared with the sequences of V. dahliae sequence groups previously described in
V. dahliae isolates from different plants in the world and available in the genbank.
Comparisons showed that twenty four V. dahliae isolates from eggplant had a sequence
of 526 and shared % 100 sequence similarity with seq2 isolates from olive. Six isolates
had a sequence of 542 and were % 100 similar to seq4 isolates from cotton. Group 1
eggplant isolates displayed % 100 seqeunce similarity with two race-2 and one race-1
tomato isolates from Japan. The similarity of the group2 isolates to race-1 and race-2
isolates were less than 98%. The IGS sequences analysis also divided grafted eggplants
isolates into two groups named group A and group B. The sequence similarity between
these two groups was % 87. The isolates in the group A shared more sequence homology
(% 95) with race-2 tomato isolates than group B (% 79).

Phylogenetic analysis of SSMG sequences from 30 eggplant, 4 tomato and 48
genbank sequences of the isolates also revealed that isolates from eggplants fall into 2
different groups. Group 1 isolates were found to be more closely related to race-2 tomato
isolates and other isolates from vegetables. On the other hand group 2 isolates were
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phylogenetically distant from race-1 and race-2 tomato isolates. Phylogenetic analysis of
IGS sequences were performed with the sequences of ten grafted eggplant, two race-2
and one race-1 tomato and 42 genbank isolates from different region and different plants
around the world. The analysis showed again that graftedd eggplant isolates grouped in
two different groups previosuly determined in sequence analysis as group A and group B.
Group A isolates grouped together with tomato race-2 and other vegetable isolates. Group
B isolates were in phylogenetically distant group with race-1 and race-2 tomato isolates.

PCR analysis with V. dahliae race-1 specific primers VdTrl ve VdTr2 didn’t
produce any PCR products with any of the 30 isolates from grafted eggplants. This
showed that eggplant isolates didn’t belong to race-1 isolates.

The overall results of this thesis study indicated that there were two genetically
different population and isolate groups of V. dahliae in the greenhouses of Antalya
province. When sequence and phylogenetic analysis coupled with race-specific analysis,
it can be assumed that the eggplant isolates especially first group most probably belonged
to race-2 and second group to race-2 or an identified race group.

KEYWORDS: Verticillium dahliae, grafted eggplant, PSR, species specific marker
genomic DNA (SSMGQG), IGS region, phylogenetic tree

COMMITTEE: Asst. Prof. Dr. Miirsel CATAL (Supervisor)

Prof. Dr. Biilent UZUN
Asst. Prof. Dr. Cengiz IKTEN
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ONSOZ

Antalya’ da oOrtlialtinda yetistirilen patlicanlar verim ve kalitede ciddi kayiplara
sebep olan bir¢cok hastaliklara maruz kalmaktadir. Toprak kokenli fungal etmen
Verticillium dahlia’nin  sebep oldugu Verticillium Solgunlugu bunlarin  basinda
gelmektedir. Hastalik son zamanlarda dayanikli anaglarin kullanildigir asili patlican
yetistiriciliginin yapildig1 Ortiialtt alanlarda da ¢ok ciddi hale gelmistir. Bu ¢aligmada
Antalya ili ortiialt1 alanlarinda yetistirlen patlicanlarda hastaliga sebep olan V. dahliae
izolatlarinin hastalikli bitkilerden elde edilmesi ve molekiiler yontemler kullanilarak tani
ve karekterizasyonlar1 yapilmaya calisilmistir. Sonuglarin hastalik etmeni ile miicadelede
dayanikli patlican gesitlerinin gelistirilmesine 6nemli katkida bulunacagini umuyorum.

Tez calismamim tim asamalarinda yardimlarin1 esirgemeyen, aydinlatici ve
yonlendirici fikir ve diislinceleri ile yol gdsteren danigman hocam Sayin Yard. Dog. Dr.
Miirsel CATAL’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Ydnlendirici fikirleri ile bana yardimci
olan ve ¢alismalarima Akdeniz Universitesi Tohumculuk Arastirma Merkezi Miidiirliigii
ve kendi laboratuarlarin1 acan ve sabirla yol gosteren hocam Yard. Dog. Dr. Cengiz
IKTEN’ e de minnettar oldugumu belirtmek isterim. Yine kendi laboratuar olanaklarini
kullanmama olanak veren ve elestirel yorumlar1 ile ¢alismama katkisi biiyiik olan
kiymetli hocam Prof. Dr. Biilent UZUN’ a da derin siikranlarimi sunarim.

Calismalarimda bana cesaret veren her zaman destekleyen ¢ok kiymetli esim
Hiilya KOC’ a siikranlarimi sunarim. Yine laboratuar ¢alismalarimda bana yardim eden
degerli meslektasim Gamze KURT’ a da tesekkiirii bir borg bilirim.

Yiiksek lisans calismalarim donemimde bana her tiirli destegi esirgemeyen
kiymetli aileme yaptiklar1 tim maddi ve manevi fedakarlik ve katkilarindan dolay1 sonsuz
tesekkiirlerimi sunmay1 da bir borg bilirim.

Bu tez projesinin finansin1 yapan Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri ve Koordinasyon Biriminede ayrica tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler

°C Santigrad Derece
g Gram

ul Mikrolitre

ml Mililitre

L Litre

dk Dakika

mg  Miligram

uM  Mikromol

kb Kilobayt

mM  Milimol

Kisaltmalar

PCR  Polymerase Zincir Reaksiyonu

PDA  Patates Dekstroz Agar

ITS Internal Transcribed Spacer

IGS Intergenik Spacer

DNA  Deoksiriboniikleik asit

TUIK  Tiirkiye Istatisstik Kurumu

FAO Birlesmis Milletler Gida Tarim Orgiitii

RAPD Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA analiz yontemi
VCG  Vegjetatif Uyum Gruplari
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1. GIRIS

Diinya’da en ¢ok liretilen sebzelerin baginda gelen patlican (Solanum melongena
L.) Solanaceae familyasindan tropik bolgelerde ¢ok yillik 1liman bolgelerde tek yillik
yetistirilebilinen bir bitkidir. Anavatan1 Hindistan altkitas1 olan bu sebzenin ilk defa 2
ila 5. ylizyillar arasinda Cin’de kiiltiire alindig1 bildirilmektedir. Patlican daha sonra
Afrika ve Avrupa lilkelerine yayilmistir. Patlicanin Anadolu’ya 16 veya 17. ylizzyillarda
Avrupa’dan Hindistan’a seyahat eden tacirler ve Kkasifler tarafindan getirildigi
diisiiniilmektedir (Doijode 2001, Anonim 2009, Anonim 2014).

Patlican karbohidrat, yag ve protein bakimindan diisiik besin degerine sahip
olmakla beraber igerdigi B1, B3, B6, C ve K vitaminleri ile potasyum, bakir ve
manganez mineralleri bakimindan insan beslenmesi i¢in énemlidir. Ozellikle yiiksek lif
orani, diisiik kalori miktar1 ve kolesterol igermemesi patlicani iyi bir diyet ve vejetaryan
iiriinii yapmaktadir (Anonim 9). Patlicanin kandaki kolesterol miktarni diisiirdiigii ve
bir diyet programinin pargasi olarak yiiksek kan basincinin diizenlenmesine yardimci
oldugu bilinmektedir (Chiej 1984).

Patlican Tiirkiye’de yetistirilen sebzeler arasinda % 4 liik bir payla domates,
karpuz, sogan, biber, hiyar ve kavun’dan sonra 7. sirada yer almaktadir. Tiirkiye 2012
verilerine gore patlican iiretiminde % 3,5payla diinyada Cin, Hindistan, iran ve Misir’mn
ardindan 5.sirada bulunmaktadir (Anonim 2011). Ulkemizde 2013 yilinda patlican
tiretimi 248.619 dekar alanda 829.941 ton olarak gergeklesmistir. Bu iiretimde Ortlialti
yetistiriciligi 30.535 (%12) dekarlik alanda 252.396 (% 30) ton iiretimle 6nemli bir
yere sahiptir. Akdeniz bdlgesi lilkemiz toplam patlican iiretiminde 75.713 (% 31) dekar
ve 366.127 (% 45) ton iriinle ilk sirada yer almaktadir. Patlican, domates, hiyar ve
biberden sonra bolgenin Ortiialtinda en ¢ok yetistirilen sebzesidir. Bolgede Antalya ili
21.914 (% 29) dekarlik alanda 165.543 (%45) tonluk iiretimi ile 6nde gelmektedir. 2013
yilinda ilde yetistirilen patlicanin 137.005 tonu (% 83) 13.890 (%61) dekarlik ortiialti
alanlarindan elde edilmistir (Anonim 2009, Anonim 2013).

Patlican yetistiriciliginde yaygin olarak goriilen ¢ok sayida hastalik arasinda
ekonomik bakimdan en 6nemli olanlar1 fungal hastaliklardir. Patlican iiretimini tehdit
eden ve smirlandiran bu ciddi hastaliklarin basinda Verticillium solgunlugu
gelmektedir. Toprak kokenli fungus V. dahliae’nin sebep oldugu bu hastalik bazen
iriinde %350°den fazla kayiplara sebep olabilmektedir. Hastalik {irliniin kalitesini ve
verimi bliylik dl¢iide azaltmakta hatta bazen hig iiriin almadan bitkilerin 6liimiine sebep
olmaktadir (Bletsos vd 2003).

Hastalik etmeni V. dahliae koti yapili topraklarda ve diisiik toprak
sicakliklarinda ortaya ¢ikarak hassas bitkilerde hastaliga neden olmaktadir. Etmen 25-28
C gibi yiiksek sicaklilarda iyi gelisme gostermekte ve ozellikle sulanan alanlarda
problem olmaktadir. Fungus bitki artiklarinda ve ¢ok yillik bitkilerde kis1 misel olarak
gecirmektedir. Bununla birlikte mikroskleroti adi verilen dayanikli yapilar sayesinde
toprakta 10 yildan daha fazla canli kalabilmektedir. Mikrosklerotiler uygun konukg¢u
bitki koklerinden salgilanan salgilarla ¢imlenir ve fungus bitki koklerine yaralardan
veya dogrudan penetrasyon yoluyla girmektedir (Sekil 1.1). Kok korteksini kolonize
eden fungus buradan ksilem iletim demetlerine gecerek sistemik olarak gévdeye ve
dallara dogru ilerler. Fungus buralarda tirettigi misel ve sporlart ile iletim demetlerinde
tikanmalar neticede yapraklarda solma, kloroz ve nekrozlara sebep olmaktadir (Sekil



1.2). Bitki yetistirme ortamlarinda toprak islemede kullanilan aletler, riizgar ve su ile bir
yerden digerine tasinmaktadir (Agrios 2005, Koike vd 2007).

Fungal etmen V. dahliae bitkileri iletim demetlerini tikayarak oldiirdiigii ve
bulastig1 topraklarda ¢ok uzun siire kaldigindan ila¢ uygulamasi da dahil klasik
miicadele yontemleri kullanarak hastaligm kontrolii hemen hemen imkansizdir. Ustelik
topraklarda yaygin olarak bulunan bu fungusa karsi ciddi anlamda dayaniklilik gésteren
patlican ¢esidide bulunmamaktadir. Islah yoluyla Verticillium solgunluk fungusuna
dayanikli ¢esit gelistirme ¢ok zor ve ¢ok zaman gerektirmektedir.

Sebze yetistiriciliginde asilama, toprak kokenli hastalik etmenlerinin 6zelliklede
fungus ve bakterilerin kontroliinde en Onemli alternatiflerden biri olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu nedenle c¢alismalar mevcut ticari olarak yetistirilen c¢esitlerinin
dayanikli anaclar iizerine asilanmasi ile V. dahliae’de dahil bir¢cok toprak kokenli
fungusa karsit dayaniklilik saglama iizerine yogunlasmistir. Neticede asili fide
kullanarak patlican, domates, biber, kavun, karpuz basta olmak iizere sebze iiretimi
ozellikle seralarda bircok Asya ve Avrupa iilkesinde uzun zamandir yaygin olarak
yapilmaktadir (Blestos 2003, King vd 2008, Glardi vd 2013).

Asili patlican fidesi kullanimmin Verticillium solgunluk hastaligin1 kontrol
etmede oldukcga etkili oldugu ve hastalik siddet ve oranini énemli Olclide diistirdiigii
bilinmektedir. Bununla birlikte hastalik etmeninin bazen Ozellikle seralarda asili
fidelerden yetistirilen patlicanlar1 ciddi olarak hastalandirdigi ve bulastig1 alanlarda
siddetini zamanla arttirdig1 ve verim, kalite ve bitki biiylimesinde ciddi azalmalara
sebep oldugu bildirilmektedir (Blestos 2003, Garibaldi vd2005 ).

Antalya ilinde Oortlialti asili patlican iiretimi son yillarda hizli bir artig
gostermistir. Bununla birlikte Antalya Yoresi'nde asili fidelerden yetistirilen
patlicanlarda da Verticillium Solgunlugu zaman zaman ¢ok ciddi zararlara neden olup
ve ekonomik bakimdan Onemli kayiplara sebep olmaktadir. 2011-2012 yillarinda
hastalik 6zellikle Konyaalti ve Aksu ilcelerinde asili fideden yetistirilen patlicanlarda
siddetli enfeksiyonlara sebep olmustur. Hatta bu bolgelerdeki bazi seralarda hastalik
oran1 % 70-80’lere ulasarak ciddi kayiplara sebep oldugu iireticiler ve arastiricilar
tarafindan goézlemlenmistir (Sekill.3). Verticillium solgunluguna dayanikli oldugu
varsayilan anaglar lizerine agilanan patlicanlarda bu hastaligin normalin tizerinde siddet
ve oranda goriilmesi bu fungusun Antalya bolgesindeki irklarinin olduk¢a saldirgan
oldugunu veya yeni rklar gelistirmis olabilecegi sliphesini uyandirmaktadir.

Tiim diinyada oldugu gibi Antalya bolgesinde de V. dahliae’ya dayanikli gerek
asili gerekse asisiz gesitler gelistirmek bu hastaligi kontrol etmenin ve patlican iiretimini
ekonomik olarak siirdiirmenin en faydali ve uygun yoludur. Bir hastalik etmenine kars1
dayanikli c¢esit gelistirmek icin o etmenin bir bolgedeki populasyon yapisinin
belirlenmesi ve bilinmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Domates, biber, marul basta olmak
iizere bir¢ok sebzede V. dahliae izolatlarinin molekiiler yontemler kullanarak yapilan
analizleri, bu tiir i¢cinde farkli grup ve irklarimin oldugunu gostermektedir (Bhat vd
2003,Vallad vd 2006, Qing vd 2008, Maruthachalam vd 2011). Domateste V.
dahliae’nin simdilik en azindan 2 irkinin oldugu ispatlanmis ve domates ¢esitlerinin bu
irklara farkli dayaniklilik reaksiyonu gosterdigi tespit edilmistir (Jabnoun-Khiareaddine
vd 2007, Maruthachalam vd 2011).
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Sekil 1.1. Bitkilerde V. dahliae’nin hayat dongiisii



Sekil 1.2. Antalya Aksu Ilgesinde asili fideden yetistirilen patlicanlarda V. dahliae’nin
zararl

Bu ¢aligmada, Antalya ilinde oOrtiialtinda asili fideden yetistirilen patlicanlardan
edilecek V. dahliae izolatlarinin molekiiler yontemler kullanarak teshis ve tanim
yapilarak fungusun bdlgedeki populasyonlarmin grup ve ik yapist belirlenmeye
calisilmigtir. Bu amagla Antalya il merkezi ve il¢elerindeki seralardan hastalikli bitki
ornekleri toplanmis ve V. dahliae izolasyonlar1 yapilmistir. Elde edilen izolatlarin bu
fungus tiir ve wrklarina has markér genomik DNA ve ribosomal DNA intergenik
spacer(IGS) bolgeleri molekiiler polymeraze zincir reaksiyonu (PCR) metodu
kullanilarak ¢ogaltilmig ve bu bdlgelerin DNA dizilimleri elde edilmistir. Her iki
bolgeninde DNA dizilimlerinin filogenetik yontemlerle analizi yapilarak V. dahliae’nin
Antalya yoresindeki izolat gruplari veya irklarinin yapisi ortaya ¢ikarilmistir.Elde edilen
veriler bu fungusa karsi dayanikli yeni c¢esitler gelistirilmesinin yan1 sira bolgede
halihazirda yetistirilen g¢esitlerin etmenin farkli izolat veya 1rk gruplarina
reaksiyonlariin belirlenmesini miimkiin kilacaktir.



2. KURAMSAL BiLGILER ve KAYNAK TARAMALARI

Carder vd (1997) V. dahliae igin primer ¢ifti DB19 ve DB22’yi gelistirmisler
ve primerlerin PCR testlerinde bu fungusa has bir iiriinii (amplikon) verdigini
belirtmislerdir.

Daayf vd (1995) farkli konuk¢u ve bolgelerden elde edilen V. dahliae
izolatlarinin degisik ¢evre sartlart altinda yiiksek diizeylerde patojenik g¢esitlilik
gosterdiklerini  belirtmislerdir. Bu arastirmacilar yine bu fungusun izolatlarinin
patojenisitelerinin ve konukcu bitkinin orijininin vegetatif uyumluluk gruplar (VCG)
ile bagdastigini bildirmistirler.

Karapapa vd (1997) V. dahliae’nin uzun sporlu izolatlarinin V. longisporum
adiyla ayr1 bir tlir olarak siniflandirilmasini 6nermislerdir. Bu yeni taxon ¢ogunlukla
kanola bitkisinden elde edilen izolatlara dayandirilarak yapilmistir. Original V. dahliae
var. longisporum taxonu bazi uzun sporlu izolatlar1 igermemekteydi. Bu yeni taxon
hacligillerden elde edilen kisa sporlu izolatlarin statiisiinii belirsiz bir halde birakmustir.
Arastirmaci daha da ileri giderek V. longisporum™an V. dahliae ve V. albo-atrum un
yonca izolatlarinin melezlemesi sonugu ortaya ¢ikan tiirler arasi bir melez oldugunu ve
yeni tiiriin genetik olarak diploide yakin oldugunu belirtmistir.

Heale ve Karapapa (1999) V. dahliae ve V. albo-atrum’un birgok bitkiden elde
edilen izolatlarmin kisa sporlu ve diisiik niikleer DNA igerigine sahip olduklarin1 oysa
Hagligiller’den alinan izolatlarin biiyiikk ¢ogunlugunun ise uzun sporlu ve yiiksek
niikleer DNA igerigine sahip olduklarini tespit etmislerdir. Arastirmacilar Hagligiller’de
bulunan izolatlarin ¢ogunun mikroskleroti iirettigini ve genellikle V. dahliae tiirli iginde
yer aldigini belirtmislerdir. Yine bu izolatlar sik sikta alt tiir veya varyete longisporum
olarak tanimlanmistir. Gegmiste Verticillium solgunluklar1 Hagligillerde onemli bir
problem olarak goriilmezken bundan sonra bu familyadaki bitkilerin en Onemli
hastaliklarindan sayilmislardir.

Pramafteftaki vd (2000) Ribosomal DNA intergenik spacer (IGS) bolgesinin V.
dahliae tirii i¢indeki ¢ok yiiksek olan genetik cesitliligi gostermede faydali oldugunu
belirtmisler. V. dahliae izolatlarinin 1GS DNA dizilimleri filogentik analizleri ve
virulenslik bilgileri beraber goz oniine alindiginda bazi izolatlarin filogentik gruplari ile
bu izolatlarin virulensligi arasinda bir iliskinin oldugunu ileri siirmiiglerdir.

Mercado-Blanco vd (2002) Verticillium solgunlugunun Ispanyanin giineyinde
yaygin hale gelmesinin zeytine bagimli endistrilerde endiseye yolagtigini
belirtmislerdir. Bu yayilmanin V. dahliae ile bulasik topraklarda bahg¢e kurulmasindan
ve bulasik bitkisel materyallerin fungusun olduk¢a virulent yaprak dokiimiine sebep
olan D patotipinin bu bdlgelere yayilmasindan kaynaklandigini belirtmislerdir. D
patotipi ilk defa Ispanya’da pamuk ekiminin yogun yapildig1 yerlerde tespit edilmesine
ragmen buralardan uzak mesafelerdeki zeytinliklere yayilmistir. Arastirmacilar zeytinde
Verticillium solgunlugunun siddetinin fungusun isolatlarinin viriilensligine bagh
oldugunu bildirmisler ve yaptiklar1 suni inokulasyonlarla zeytinde hastalik yapan V.
dahliae izolatlarim1 yapraklarda dokiime sebep olup olmamasina gore yaprak doken (D)
ve dokmeyen (ND) diye iki patotipe aywrmislardir. V. dahliae izolatlarinin
viriilensliklerindeki farklilik pamuktada gdzlemlenmis ve pamuk ve zeytinden elde
edilen V. dahliae izolatlarminin zeytinde g¢apraz virulenslik gosterdigi bildirilmistir.



Aragtirmacilar D patotipi ile enfeksiyonun zeytinler i¢in Oliimciil olabilirken ND
patotipi ile enfeksiyonlarin iyilesebilecegini ve zeytinde bu hastaligin kontrolii i¢in V.
dahliae izolatlarinin dogru karakterize edilmesinin 6nemli oldugunu ifade etmislerdir.

Mercado-blanco vd (2003) V. dahliae’ye has markér genomik DNA bdolgesi
primer ¢ifti DB19/DB2’yi pamuk ve zeytinde fungusun D ve ND izolatlarini teshis
etmek icin PCR c¢ogaltmalarinda kullanmislardir. Arastirmacilar elde ettikleri PCR
tiriinlerinin DNA dizilimlerini ¢ikarmiglar ve D izolatlarindan 539 ND izolatlarindan ise
523 bazlik V. dahliae’ye has dizilim elde etmislerdir. Arastirmacilar D izolatlarindan
elde ettikleri dizilimlerde ND izolatlarinin konsensus DNA dizilimlerinin 314 ila
315’inci bazlar1 arasinda 15 bazlik (CGTGTGGCAGCCGAA) ve 164 ila 165’inci
bazlar1 arsinda bir bazlik (C) ilave ( insertion) tespit etmislerdir. D izolatlarindaki 15
bazlik bu ilave baz kismi bu izolatlar1 ND izolatlarindan ayirmak i¢in PCR primerleri
tasarlamak i¢in kullanmiglardir. Yaprak doken ve dokmeyen patotiplerini ayni anda
teshis eden PCR yontemleri gelistirmiglerdir. Bu yontemleri kullanarak hastaligin
pamugun yetistirildigi yerlerde kurulan zeytinliklerde ¢cok yogun ve siddetli oldugunu
ve bunda patojenin D patotipinin etkin oldugunu bildirmislerdir. V. dahliae
fungusundan ari liretim materyalinin kullanilmasinin ve fungusun patotiplerinin dogru
tespitinin bu etmenle basarili bir sekilde miicadele etmede c¢ok onemli faktorler
oldugunu belirtmislerdir.

Collins vd (2003) hachgillerde hastalik yapan V. dahliae izolatlarinin 3 farkl
molekiiler tipte oldugunu bildirmislerdir. Hachgilleri hastalandiran V. dahliae ve V.
albo-atrum izolatlarinin yapisint ve orijinini anlamak i¢in ¢esitli izolatlarla
calismislardir. Bu izolatlar1 amplified fragment length polymorphism (AFLP) analysis
metodu kullanilarak gruplara ayirmiglardir. Bu gruplarida ribosomal DNA dizilim ve
mitochondrial DNA restriction fragment length polymorphism (RFLP) analiz
yontemlerini kullanarak alt gruplara ayirmislardir. Elde edilen sonuglar hagligillerde
hastalik yapan V. dahliae i1zolatlarinin tiirler arast melezler oldugunu gostermistir.
AFLP analizleri kullanarak uzun sporlu izolatlar1 o ve B olmak iizere iki gruba
ayirmiglar ve bunlarin amphihaploids (allodiploids) oldugunu bu gruplardaki her bir
izolatin ayr1 bir tiirleraras1 melezleme olayini temsil ettigini gostermislerdir. Kisa sporlu
hacgligil izolatlarinin tiirlerarasi hibridlerden elde edilmis oldugunu belirtip ve bunlari
ikincil haploidler olarak adlandirmislardir. Molekiiler kanit ¢arpraz melezlemelerdeki
ailelerden birinin V. dahliae’ye benzedigini gostermektedir.  Digerininin ise V.
dahliae’dan daha ¢ok V. albo-atrum’a benzedigi ama her iki tlirlin bu zamana kadar
caligilan izolatlarindan farkli oldugu V. longisporum isminin kullanilmasinin uygun
olmadigi belirtilmistir.

Collins vd (2005) V. dahliae’nin yaprak dokiimiine sebep olan (D) ve olmayan
(ND) patotiplerini birbirinden ayiran primer ciftleri (INTD2f/r ve INTND2f/r) ve tiire
has primer ¢ifti (DB19/DB22)’ni PCR¢ogaltmalarinda kullanarak fungusun haploid ve
amphihaploid izolatlarinin iizerinde ¢alismislardir.  Elde edilen sonuglara gore
izolatlarin bazi bilinen biyolojik ve diger bazi molekiiler &zelliklerini
karsilagtirmiglardir. Primer DB19/DB22 ciftini kullanarak yapilan PCR ¢ogaltmalarinda
elde edilen amplikonlarin 5 farkli DNA dizilim (seq) grubuna ait oldugunu ortaya
cikarmustir. Fungusun yaprak dokiimiine sebep olan Ispanyol izolati ve yaprak
dokiimiine sebep olmayan Ispanyol ve Amerikan izolatlarinin dizilim (seq4) grubu igine
girmistir. Primer DB19/DB22 ile elde edilen PCR f{irlinlinlin biiytikligii ve iirlinlerin



DNA dizilimlerininde hag¢lhgillerdeki amphihaploid izolatlar1 daha 6nce Collins vd 2003
tarafindan rapor edildigi gibi o ve B gruplar olarak ikiye ayirdigini tespit etmislerdir.
Beta grup izolatlarin seq4 veya seq5 dizilim grubu iginde yer aldigi belirlenmistir.
Digerlerinden c¢ok farkli olan seq3 grubunda yer alan alfa izolatlarin DNA dizilimleri bu
grubun Verticillium benzeri ailesinin molekiiler olarak bu zamana kadar calisilan
haploid izolatlarin hi¢birine benzemedigini gostermistir.

Collins vd 2005 haploid ve amphihaploid V. dahliae izolatlarim1 DB19/DB22
primerleri ile ¢ogaltmis ve 530 ve 550 baz biiyiikliigiinde iki farkli iiriin elde etmistir.
Uriinlerin DNA dizilimleri 5 farkli dizilim (seq) grubu ortaya ¢ikarmistir. Seql ve seq2
sadece haploid izolatlarda seq3 ve seq5 ise sadece amphihaploid izolatlarda
bulunmustur. Seq4 ise her iki tiptede bulunmustur. Arastirmacilar DB19/DB22 ile
yapilan PCR ve elde edilen DNA dizilimlerinin V. dahliae izolatlar1 arasindaki
cesitliligi ve oOzelliklede ampihaploid ve D patotip izolatlarin orijinini belirlemede
faydali oldugunu belirtmislerdir.

Collins vd 2005 Verticillium dahliae’nin izolatlar1 patojenisite bakimindan
biiyiikk farklilik gosterdigini ve konukcu bitkiye has patotiplerin belli iilkelerde ve
konukgu bitkilerde 6nemli olabilecegini belirtmislerdir. Uygun karantina 6nlemleri igin
fungusun virulent irklarnin riski yiiksek {riinlere ihra¢ yoluylami veya bu iiriinlerde
kendiliginden yeni olarakmi ortaya ¢iktiginin anlasilmasi 6nemlidir.

Qin vd (2006) V. dahliae’nin marul ve diger Verticillium spp. nin degisik
bolgelerden alinan izolatlarinin ribozomal IGS bdlgesi ile Beta-tubulin genini PCR da
cogaltmis ve DNA dizilimlerini elde etmistir. Filogenetik analizler V. dahliae nin
hachgiller disindaki bitkilerden elde edilen izolatlarinin IGS bdlgesi DNA dizilim
benzerligine gore 4 alt gruba ayrilabilecegini gostermistir. Marul izolatlarinin
cogunlugu cilek ve karpuz izolatlar1 ile ayni alt grupta yer almislar ve bu gruptaki
izolatlar birbir konukcularina kars1 capraz patojenisite gdstermislerdir. iki marul izolati
sili biberi, nane, patates ve patlicandan birer izolatla ayn1 grupta yer alirken iki domates
ve bir diger patlican izolatida farkli bir grup olusturmuslardir. Ribosomal DNA IGS
bolgesinin V. dahliae tiiri i¢indeki yiiksek genetik cesitliligi ortaya ¢ikarmada yararl
oldugu belirtilmistir.

Collado-Romero vd (2006) primer ¢ifti DB19 ve DB22’yi V. dahliae’ye has
PCR c¢ogaltmalarinda kullanmiglar ve 539 ile 523 bazlik iki fakli iiriin elde etmislerdir.
Primerler V. albo-atrum ve V. nigrescens tirlerini ¢ogaltmazken, V. dahliae var.
longisporum alt tiirlinli cogaltmistir.

Usami vd (2007) degisik V. dahliae izolatlarinin DNA’larint RAPD yontemi ile
cogaltmis ve elde edilen PCR f{iriinlerini klonlamiglardir. Bu PCR iirlinlerinden B68-TV
DNA diziliminin V. dahliae’nin domateste patojenik olan 1k 1 izolatlarmma has
oldugunu tespit etmisler ve domatesten elde edilen sinirli sayida bir izolatla bunu teyit
etmiglerdir. Bu bolgeden V. dahliae’nin 1rk-1’ine has primer ¢iftini gelistirmislerdir
(Tr1/Tr2). Arastiricilar V. dahliae’nin TV103 izolatinin genomik kiitiiphanesini
olusturmuslar ve bu kiitiiphanedeki bir DNA parcasinin diziliminin B68-TV bdlgesinin
yakininda oldugunu ve bu bolgenin domateste patojenik olan biitiin irklara (1rk1 ve 1rk2)
has oldugunu belirlemislerdir. Arastirmacilar irk1’e has testin V. dahliae’nin farkh
cografyalardan farklt konuk¢u bitkilerden almman populasyonlarinda etkili olup
olmayacaginin bilinmedigini belirtmiglerdir.



Navas-Cortés vd (2008) zeytinde V. dahliae izolatlarin yaprak doken (D) veya
yaprak dokmeyen patotipler olarak ikiye ayirmistir.

Alkher vd (2009) V. dahliae izolatlarinin patates ve aygicegi arasinda ¢apraz
patojenisitelerinin oldugunu teyit etmislerdir. Bu durumun potansiyel olarak her iki iiriin
icinde oOzellikle de asil konugu patates oldugu zaman aygicegi i¢in oldukca zararh
oldugunu belirtmislerdir.

Collado-Romero vd (2008) V. dahliae nin VCG alt gruplar1 arasindaki evrimsel
iligkileri anlamak igin farkli konukgu bitki ve cografi bolgeden alinan 101 izolatt AFLP
parmak izi ve 6 DNA gen bdlgesinin (actin, B-tubulin, calmodulin, histone3, rDNA
ITS ve V. dahliae’ya has markér genomik DNA dizilim analizlerini yaparak
incelemislerdir. Arastirmacilar bu gen bolgelerinin tek tek ele alindiginda izolatlari
VCG gruplarina ayirmada etkili olmadiklart ama hepsi bir arada kullanilinca birkag
VCG disinda kullanighh oldugunu belirlemislerdir.  Arastirmacilar primer ¢ifti
DB19/DB22’yi kullanarak V. dahliae’ye has bolgedeki izolatlar arasindaki
polimorfizme bakmislardir. Secilen 50 V. dahliae izolatindan elde edilen 523/539 bazlik
iiriinlerin DNA dizilimlerinin analizi daha 6nce Collins vd (2005)’nin tarif ettigi 5
DNA dizilim grubundan {i¢ii olan seql, seq2 ve seq4’ii vermistir. Bunlara ek seq7
olarak isimlendirilen yeni bir polimorfik dizilim grubu tespit edilmistir. Bu DNA
dizilim gruplar1 ve VCG arasinda korelasyon oldugu belirlenmistir.

Collado-Romero vd  (2009) enginar bitkisini hastalandiran V. dahliae
izolatlarin1 ve bunlarin VCG gruplarini dogrudan hastalikli bitkiler iginde tespit etmek
ve tanimlamak icin bir nested multiplek PCR yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemin ilk
turunda V. dahliae’ye has primer ¢ifti DB19 ve DB22’yi diger primer ¢ifti NDf ve NDr
ile birlikte kullanmislardir. Primerler DB19/DB22 tiim V. dahliae izolatlarindan 543 ve
526 bazlik 2 farkli iiriin ¢ogatlmislardir. Bu yontemde farkli VCG gruplaria has 334,
688 ve 964 bp biyiikliiklerinde PCR fdirlinleri ¢ogaltan 6zel PCR primerleri
kullanmiglardir. Bazi izolatlarin VCG grubu belirlenememesine ragmen, yontemin
fungusu hastalikl1 bitkilerde tespit ve izolatlarin ¢ogunun VCG gruplarini belirlemede
klasik yontemlere gore oldukca iistlin oldugunu ileri stirmiislerdir.

Collado-Romero vd (2010) V. dahliae’nin bir¢ok farkli cografik bolgeyi,
VCG’larin1 ve konukcu bitkilerini temsil eden izolatlarinin bazi degisken olmayan
genlerinin filogenetik analizlerini yapmigslardir. Elde ettikleri sonuglar V. dahliae nin
VCGI1 ve/veya VCG4A izolatlar1 arasinda melezleme olaylarimin V. dahliae var.
Longisporum’un ortaya ¢ikmasina yol agmis olabilecegini 6ne siirmiiglerdir.

Collado-Romero vd (2010) VCG3 grubuna ait V. dahliae izolatlarinin
melezlemeden kaynaklandigini belirtmislerdir. Bu gruptaki izolatlarin actin (Act), b-
tubulin (b-tub), calmodulin (Cal ) ve histone 3 (H3) gen DNA dizilimleri bakimindan
farklilik gosterdiklerini tespit etmiglerdir. Bu 4 gene ilave olarak, internal transcribed
spacer (ITS) bolgelerinin ve V. dahliae’ye has bolgelerin DNA dizilimlerinin
filogenetik analizleri bu izolatlarin tiirler arasi melezlemeden kaynaklandigin
gostermistir. Filogenetik analiz ve PCR markoérler bir VCG3 izolatinin bir VCGIB
izolat1 ile heniiz teshis edilmemis bir ana-baba arasindaki tek bir melezleme olay1
neticesi ortaya ciktigini gostermistir.



Maruthachalam vd (2010) V. dahliae’nin domates ve marulu enfekte eden 2 1rki
bulundugunu belirtmigler. Hem domates hemde marulda 1rk1’e has dayaniklilik tespit
edilmis ama bu bitkilerde 1rk2’ye dayanikli ¢esit mevcut olmadigi belirtilmigtir.

Maruthachalam vd (2010) c¢ogunlugu Kalifornia’nin merkezi ve sahil
kisimlarinda yetistirilen ¢ok degisik konukgu bitkilerden elde edilen 101 ve bu bolgeye
disaridan gelen 10 V. dahliae izolatinin genetik cesitliligini ve irk yapisini karakterize
etmek i¢in molekiiler analizler yapmistir. IGS bolgesinin analizleri izolatlar arasinda
ylksek oranda farklilik oldugunu ama bunun bu fungusun rklarin1 belirlemede yetersiz
kaldigin1 gostermistir. Arastirmacilar bu izolatlart V. dahliae’nin 1rka has iriiniinii
cogaltmak i¢in PCR’a tabi tutmuslar ve elde edilen sonuglari teyit etmek i¢cin de
virulens testleri yapmislardir. Domatesten izole edilen 48 izolatla yapilan PCR testleri
ikl ve k2’ yi birbirinden % 100 oranda ayirmistir. Sonuglar PCR testinin 1rklari
birbirinden ayirmada kullanilabilecegini ve bu testten bu patojene karsi dayaniklilik
1slah1 ile bu wrklarin domates ve marul iiretim yerlerindeki dagilimlarini belirlemede
yararlanilabilecegini ileri siirmiislerdir.

Maruthachalam vd (2010) V. dahliae izolatlarinin IGS rDNA dizilimlerinin
filogentik analizlerinde 3 ana grup belirlemistir. Domates izolatlarinin ¢ogu 1rk1 ve 1rk2
dahil pamuk, zeytin ve marul izolatlarininda yer aldig1 ana bir grup (grupl) iginde yer
almiglardir. Bu grup ayni zamanda Canada ve japonyadan 3 domates izolati ve
Kalifornya sahillerinde maruldan elde edilen izolatlar1 igermistir. Grup 2 ise marigold,
zeytin ve pamuk izolatlarindan olusmustur. Domates izolatlarinin higbiri grup 2 igine
girmemistir. Grup 3 Kaliforniya sahilinden bir marul ve merkezinden bir domates
izolatini igine almustir.

Maruthachalam vd (2010) V. dahliae’nin domatesteki 1rk1 i¢in Usami vd 2007
tarafindan gelistirilen VdTrl ve VdTr2 primerlerini domates ve marulun farkl
cesitlerine inokiilasyonla Bhat vd 2003 ve Qin vd 2006 tarafindan belirlenen 1rk1 ve
k2 izolatlari1 molekiiler testlere tabii tutmustur. Bu primer ¢ifti ile yapilan PCR
testleri dokuz farkli bitkiden irkl fenotipine ait 680 bazlik has bir {iriin vermistir.
Domates, pamuk, zeytin, marigold, biber, 1spanak ve kavundan elde edilen ve 1rk2
virulens fenotipine sahip bitkilerden herhangi bir PCR amplikonu elde edilememistir.
Bu testlerde Kanada’dan alinan 4 izolatin irk1 ve VCG2A’ya ait oldugu goriilmiistiir.

Collado-Romero vd (2010) V. dahliae’ye has DNA bolgesini PCR’da ¢ogaltip,
klonlayip DNA dizilimlerini ¢ikarmiglardir. Sonuglar bir V. dahliae VCG3 izolatinin
543 bazlik ilk defa rapor edilen seq6 olarak isimlendirirken yeni bir dizilim grubunu
ortaya ¢ikarmistir. Bu 6. dizilim grubu seql,2,3 ve 7 den daha ¢ok fungusun VCGI ve
VCG2B izolatlarinda bulunan seq4 grubu ve seq5 ile akraba bulunmustur.

Gebeloglu vd (2011) asili biber fidelerinde farkli anaglarim verim ve
F.oxysporium, Verticillium dahliae and Meloidogyne incognita’ya dayanikliliklarina
bakmiglardir. Sonuglar asili fide kullaniminin V. dahliae’ye kars1 ¢ok etkili olmadigim
gostermistir. Bununla birlikte asili fide kullaniminin hastaligin ¢ikis siiresini geciktirdigi
ve bu nedenlede asisiz biberlere kiyasla verimde artisa sebep oldugunu gostermistir.
Elde edilen verim anag ¢esidine bagli olarak farklilik gostersede, arastirmada kullanilan
tiim anaglarin V. dahliae 'ye kars1 toleransl oldugu saptanmistir.



Jiménez-Diaz vd (2011) yaptiklar1 ¢alismada 637 V. dahliae izolatinin
polymorfik V. dahliae’ye has DNA boélgesini DB19 ve DB22 primerleri kullanarak
cogaltmiglardir. Elde edilen dizilimleri bu bdlgenin daha 6nce tanimlanan uzunluklari
523 ila 539 arasinda degisen 7 polimorfik dizilimle kiyaslamislardir. 637 V. dahliae
izolatinin DNA dizilimlerinin bu 7 gruptan sadece 3’1 (seql, seq2, seq4) i¢inde yer
aldigimi saptamislardir. Bu DNA dizilim gruplarinin ve vegetatif uyum gruplarinin
(VCQ) karsilastirilmasi seql’in VCG2B, seq2’nin VCG2A ve VCG4B ve seq4’iinde
VCGIA ile bagdastigin1 gostermislerdir.

Jiménez-Diaz vd (2011) Ispanya’nin giineyinde zeytinde V. dahliae
populasyonlarindaki genetik ¢esitliligin bolge ¢apinda analizini yapmustir. Arastiricilar
ayni zamanda patojenin vegetatif uyum gruplarinin (VCG) dagilim ve yaygimligina
bakmislardir. Vegetatif uyum testlerinde Endiiliisiin 5 farkli zeytin yetistirilen
bahgelerinden alinan 637 izolatin % 78’inin VCG1A ve % 19,8’ininse VCG2 grubu
icinde yer aldiginmi tespit etmislerdir. Arastiricilar ayn1 zamanda bu izolatlarin PCR
yontemleri kullanarak molekiiler patotiplerini belirlemigler. Sonuglar VCGIA
izolatlarin D pathotipinde VCG2A, 2B ve 2C izolatlarin ise ND pathotipinde oldugunu
gostermistir. Zeytin bahgeleri arasinda hem VCG hemde DNA dizilim gruplarinin
dagilim ve yayginligi Endiliiste V. dahliae nin zeytin izolatlar1 arasindaki genetik
cesitlilifin  VCG1A grubunun bulunmadigi bolgelerde daha yiiksek oldugunu
gostermistir.

El-Bebany vd (2013) nitrat kullanmayan (nit) mutant testleri ve PCR’a dayali
yontemleri kullanarak V. dahliae’nin patates ve aygicegi izolatlarinin vejetatif
uyumlulugunu incelemislerdir. Daha 6nce Collado-Romero vd (2009)’da oldugu gibi
multiplex-nested PCR testlerinde DB19/DB22 ve NDf/NDr primer ¢iftlerini kullanarak
bu izolatlar1 VCG gruplarina ayirmislardir. PCR sonuglar1 nit mutant testleri ile uyumlu
olmus ve testleri dogrulamistir. Bununla birlikte arastirmacilar PCR yontemlerinin nit
mutant testlerinin yerini almasi i¢in VCG gruplarina has primerlere ihtiya¢ duyulacagini
belirtmislerdir.
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3. MATERYAL ve METOT

Bu calisma Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii
Entomoloji laboratuarlart ve Akdeniz Universitesi Tohumculuk Arastirma laboratuar
olanaklarindan faydalanilarak gerceklestirilmistir.

3.1. Hastalikh Orneklerinin Toplanmasi

Bu c¢alisma kapsaminda asili fideden patlican yetistiriciliginin yogun olarak
yapildig1t Antalya merkez ve ilgelerindeki seralar ziyaret edilmistir (Sekil 3.1). Bu
ortiialt1 alanlarda Verticillium solgunlugu gosteren veya bu hastalikla enfekteli
oldugundan siiphelenilen bitkilerden ornekler toplanmistir (Cizelge 3.1 ve 3.2).
Hastalikli bitkiler oncelikle fungusun yaprakta meydana getirdigi tipik belirtilere
bakilarak tespit edilmistir (Sekil 3.2,Sekil 3.3, Sekil 3.4). Yaprak belirtisi gosteren
bitkilerin govdeleri ayn1 zamanda enine ve boyuna kesilerek iletim demetlerinde
kahverengi renk degisikligi gozlenerekte hastaligin teyidi yapilmistir (Sekil 3.5).
Toplanan 6rnekler naylon torbalar i¢inde V. dahliae izolasyonu yapmak amaciyla Bitki
Koruma Boliimii Laboratuvari’na getirilmistir. Hastalikli 6rnekler fungus izolasyonlari
yapilincaya kadar 4 °C sicaklikta buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Seralardan 6rnekler alinirken hastalikli her bir patlican bitkisinin gévde ve
dallarindan 15-20 cm uzunlugunda pargalar alimmistir. Her hastalikli bitkiden her
defasinda steril edilmis makasla alinan pargalar ayr1 ayn kilitli rnek naylon posetlere
konmustur. Ornek alan her yer ve buradaki seraya bir kod verilmistir. S6z konusu
seralarin sahiplerinin isim ve adres bilgileri ile yetistirmede kullandiklar1 asili patlican
fidesinin ana¢ ve kalem cesitleride kaydedilmistir. Seralardan toplanan 6rneklerden bir
sonraki giin fungus izolasyonlar1 yapilmistir.

( SPARTA  /

\& | KONYA

Sekil 3.1. Antalya ilinde hastalikli 6rneklerin toplandigi seralarin yerleri
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Cizelge 3.1. Antalya da Verticillium dahliae ile enfekteli asili patlican 6rneklerin

alindigi ilce, anag ve kalem ¢esidi ile 6rnek alim tarihleri

Yer kodu  Sera kodu Iice Anacg Kalem Ornek Tarihi
Y1 S1 Konyaalt1 AGR-703 Faselis F1 20.02.2012
Y1 S2 Konyaalt1 Yula F1 Faselis F1 20.02.2012
Y1 S3 Konyaalt1 AGR-703 Faselis F1 26.02.2012
Y3 S4 Finike Yula F1 Amadeo F1 20.05.2012
Y3 S5 Finike AGR-703 Faselis F1 20.05.2012
Y3 S6 Finike Hawk Sicilia F1 20.05.2012
Y4 S7 Kumluca LadyRod Koksal F1 20.05.2012
Y5 S8 Konyaalt1 Yula F1 Faselis F1 23.05.2012
Y6 S9 Konyaalt1 Yula F1 Faselis F1 23.05.2012
Y7 S10 Manavgat  AGR-703 Faselis F1 01.06.2012
Y8 S11 Alanya Tera ARC Faselis F1 02.06.2012
Y9 S12 Alanya Tera ARC Faselis F1 02.06.2012
Y9 S13 Alanya AGR-703 Feselis F1 02.06.2012
Y8 S14 Alanya AGR-703 Faselis F1 02.06.2012
Y10 S15 Aksu Yula F1 Faselis F1 06.06.2012
Y2 S16 Aksu LadyRod Feselis F1 25.03.2012
Y2 S17 Aksu LadyRod Faselis F1 25.03.2012
Y2 S18 Aksu LadyRod Faselis F1 25.03.2012
Y2 S19 Aksu LadyRod Faselis F1 25.03.2012
Y3 S20 Finike Yula F1 Amadeo F1 20.05.2012
Y3 S21 Finike Hawk Sicilia F1 20.05.2012
Y11 S22 Konyaalt:1  AGR -703 Faselis F1 16.03.2013
Y11 S23 Konyaalt:1  AGR -703 Faselis F1 16.03.2013
Y11 S24 Konyaalt:1  AGR -703 Faselis F1 16.03.2013
Y12 S25 Konyaaltt  AGR-703 Faselis F1 16.03.2013
Y12 S26 Konyaalt1 AGR-703 Faselis F1 16.03.2013
Y12 S27 Konyaalt1 AGR-703 Faselis F1 16.03.2013
Y12 S28 Konyaalt1 AGR-703 Faselis F1 16.03.2013
Y13 S29 Konyaalt1 AGR-703 Faselis F1 05.04.2013
Y14 S30 Konyaalt1 AGR-703 Faselis F1 05.04.2013
Y14 S31 Konyaalt1  Tera ARC Faselis F1 05.04.2013
Y15 S32 Kumlica AGR-703 Faselis F1 06.04.2013
Y15 S33 Kumlica AGR-703 Faselis F1 06.04.2013
Y15 S34 Kumlica AGR-703 Sicilia F1 06.04.2013
Y15 S35 Kumlica AGR-703 Sicilia F1 06.04.2013
Y3 S36 Finike AGR-703 Sicilia F1 06.04.2013
Y3 S37 Finike AGR-703 Sicilia F1 06.04.2013
Y3 S38 Finike Tera- ARC Sicilia F1 06.04.2013
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Cizelge 3.1.’in devami

Yer kodu  Sera kodu ilce Anag Kalem Ornek Tarihi
Y16 S39 Aksu Tera -ARC Faselis F1 13.04.2013
Y16 S40 Aksu Tera -ARC Faselis F1 13.04.2013
Y16 S41 Aksu AGR-703 Faselis F1 13.04.2013
Y16 S42 Aksu AGR-703 Faselis F1 13.04.2013
Y16 S43 Aksu AGR-703 Faselis F1 13.04.2013
Y16 S44 Aksu Tera ARC Faselis F1 13.04.2013
Y17 S45 Gazipasa AGR-703 Faselis F1 20.04.2013
Y17 S46 Gazipasa Tera ARC Faselis F1 20.04.2013
Y18 S47 Alanya Tera ARC Amadeo F1 20.04.2013
Y18 S48 Alanya Tera ARC Amadeo F1 20.04.2013
Y18 S49 Alanya Tera ARC Amadeo F1 20.04.2013
Y19 S50 Alanya AGR-703 Faselis F1 27.04.2013
Y18 S51 Alanya Tera ARC Faselis F1 27.04.2013
Y18 S52 Alanya Tera ARC Faselis F1 27.04.2013
Y20 S53 Alanya Tera ARC Amadeo F1 27.04.2013
Y20 S54 Alanya Tera ARC Amadeo F1 27.04.2013
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Cizelge 3.2. Hastalikli 6rneklerin toplandig yerler, 6rnek sayisi ve sera sahipleri

Ornek toplanan yerler

Ornek sayis1

Sera numara ve sahipleri

Y 1: Konyaalt1 Doyran

Y 1: Konyaalt1 Doyran

Y 1: Konyaalt1 Doyran
Y3: Finike Cavdir

Y 3: Finike Cavdir

Y 3: Finike Cavdir

Y4: Kumluca Merkez

Y 5:Konyaalt1 Karatepe
Y 6: Konyaalt1 Gokgam
Y7: Manavgat Tasagil Bereket
Y 8:Alanya Konaklh

Y9: Alanya Payallar

Y9: Alanya Payallar

Y 8:Alanya Konaklh

Y 10: Aksu Boztepe

Y?2: Aksu Merkez

Y?2: Aksu Merkez

Y?2: Aksu Merkez

Y?2: Aksu Merkez

Y3: Finike Cavdir

Y 3: Finike Cavdir

Y 11: Konyaalti Camlibel
Y 12: Konyaalt1 Asagi Karaman

3

AN W LV AN WWRAORAWBDRERWWNDWLVWWW

S1:
S2:
S3:
S4:
S5:
S6:
S7:
S8:
S9:

S10:
S11:
S12:
S13:
S14:
S15:
S16:
S17:
S18:

Nazimm Karabulut
Stileyman Negiz
Bayram Karabulut
Yakup Ozkaya
Ibrahim Geyikci
Salih Topcu

idris Kursunlu
ibrahim Gezer

Ali Kan

Orhan Varol
Abdullah Kiziltas
Ahmet Kii¢likYilmaz
Ali Ulukaya
Ahmet Bostanci
Ali Sevim

Omer Aydogan
Omer Aydogan
Omer Aydogan

S:19: Tunahan Kaleli

S20
S21
S22
S25

: Yakup Ozkaya

: Salih Topcu
-S23-S24: M. Ali Kaya
: Izzet Yiiksel
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Cizelge 3.2.’nin devami

Ornek toplanan yerler

Ornek sayisi

Sera numara ve sahipleri

Y12:
Y13:
Y 14:
Y 14:
Y15:
Y15:
Y 3: Finike Cavdir
Y1é6:
Ylé6:
Yl16:
Yl6:
Yl16:
Y17:
Y17:
Y18:
Y18:
Y19:
Y18:
Y20:

Konyaalt1 Asagi Karaman
Konyaalt1 Dag Mahallesi
Konyaalt1 Camlibel
Konyaalt1 Camlibel
Kumluca Adrasan
Kumluca Adrasan

Aksu Solak Mah.
Aksu Solak Mah.
Aksu Solak Mabh.
Aksu Solak Mabh.
Aksu Solak Mabh.
Gazipasa Merkez
Gazipasa Merkez
Alanya Yesiloz
Alanya Yesiloz
Alanya Ozvadi
Alanya Yesiloz

Alanya Ozvadi Sazbas1 Mah.

3

W W L A WD WROLLWWDIWWDRIDNDDIRDN

S26-27-28: Atilla Giines
S29: Bayram Boz

S30: Sedat Kaya

S31: Hasan Kaya

S32-S33: Rifat Deniz
S34-S35: Kemal Alacay
S36-S37-S38 :Cihangir Oral
S39-S40: Ahmet Bakir

S41: Halil Bakir

S42: Burkan Saritekeli

S43: ibrahim Kara

S44: Abdullah Sen

S45: Ali Cetin

S46: Agiah Peker

S47-S49: M.Galip Ak¢ocuk
S48: Fatih Akcocuk

S50: Adem Calis

S51-S52: Ali Karadag
S53-S54: Nuri Koca

Sekil 3.2. V. dahliae nin as1l1 fideden yetistirilen patlican yapraklarinda baslangicta
meydana getirdigi tipik hastalik belirtisi
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Sekil 3.3. V. dahliae nin asil1 fideden yetistirilen patlican yapraginda meydana getirdigi
hastalik belirtisinin ilerlemis hali

Sekil 3.4. Yapraklarinin ¢ogunda Verticillium solgunlugu gosteren patlican bitkisi
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Sekil 3.5. V. dahliae enfeksiyonu sonugu iletim demetlerinde kahverengi renk degisimi
3.2. V. Dahliae izolasyonu

Hastalikli patlican 6rneklerinden V.dahliae izolasyonu yapmak ic¢in dal veya
govdelerden alman 1-1.5 cm uzunlugundaki parcalar 6énce 96’lik Etil Alkol daha
sonrada 2 dakika % 10’luk sodyum hipoklorit solusyonu icine daldiriliralak yiizeysel
sterilizasyona tabii tutulmustur. Sterilize edilen parcalar steril su igine daldirilip
miiteakiben steril kagitlar1 arasinda kurutulduktan sonra 2-3 mm’lik parcalar halinde
tekrar kesilmistir. Bu parcalar onceden 120°C sicaklik ve 15 barlik basingta sterilize
edilmis, i¢ine bakteri gelisimini dnlemek amacgiyla Ampicilin antibiyotigi (100 mg/L)
ilave edilmis ve 9 cm capta petrilere dokiilmiis Patates Dekstroz Agar (PDA) besi
ortamlarina her bir petriye 5 tane olacak sekilde yerlestirilmistir (Sekil 3.6). Yaklasik 5-
7 glinliik inkubasyonu miiteakiben bu ortamlar {izerinde gelisen misel kolonilerinin ug
kisimlarindan alinan hif pargalar1 yeni PDA ortamina transfer edilerek fungusun
izolatlar1 elde edilmistir (Sekil 3.7). Bu izolatlar 151k mikroskobu altinda incelenmis ve
misel, konidiofor ve konidi yapisina bakilarak morfolojik olarak V. dahliae tiiriine ait
olduklan teyit edilmistir (Sekil 3.8, Sekil 3.9). V.dahliae oldugu belirlenen kiiltiirler
tekrar PDA {izerinde 7-10 giin daha biiyiitiilmiis ve bunlardan steril saf suda seri
seyreltme yontemi ile tek spor izolatlar1 elde edilmistir (Sekil 3.10). Tek spor izolatlar
yine PDA igeren egik agar tiiplerinde muhafaza edilmistir (Blestos vd 2003, Basay vd
2011).
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Sekil 3.6. Asili fidelerden yetisen hastalikli patlicanlarin gévde ve dallarindan alinan
pargalardan V. dahliae fungusunun PDA ortamina izolasyonu
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Sekil 3.7. Asili fidelerden yetistirilen patlicanlardan V. dahliae izolatlarinin elde
edilmesi
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Sekil 3.8. Antalya Aksu ilgesinde asili fidelerden yetistirilen hastalikli patlicanlardan
elde edilen V. dahliae izolatinin misel, hif, konidiofor ve konidilerinin
mikroskop altindaki goriintiisii

Sekil 3.9. Antalya Konyaalt1 ilgesinde asili fidelerden yetistirilen hastalikli
patlicanlardan elde edilen bir V. dahliae izolatinin misel, hif, konidiofor
ve konidilerinin mikroskop altindaki goriintiisii
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Sekil 3.10. V. dahliae fungusunu PDA iizerinde gelisen tek spor izolatlarindan birisi

3.3. DNA Ekstraksiyonu

DNA ¢ikarmak i¢in V. dahilae’nin tek spor izolatlari lizerleri sellofon zarla kapli
PDA ortamlarinda 10-15 giin biyiitiilmiis ve gelisen fungus miselleri bir bisturi ile
styrilarak steril efendorf tiiplerine konulmustur. Bu tiipler DNA ¢ikarma islemi yapilana
kadar -18 °C'de buzdolabinda tutulmustur. Orneklerden DNA ekstraksiyonu CTAB
(cetyl trimethyl ammonium bromide) metodu veya DNeasy Plant Mini Kiti (Qiagen
Inc., Valencia, CA). kulanilarak asagida tarif edildigi sekillerde yapilmistir. CTAB
metodu kullanarak DNA ekstraksiyonu Hamelin vd (2000) ve Catal vd (2010) da tarif
edildigi gibi baz1 degisiklikler yapilarak asagidaki sekilde yapilmistir. Yaklagik 100 mg
taze fungus miseline 450 ml CTAB buffer (2 % CTAB; 1.4 M NacClI; 1% polyethylene
glycol 8000; 20 mM EDTA; 1% 2-mercaptoethanol, 100 mM Tris-HCI, pH 8.0)
eklenerek 2 ml efendorf tiipleri i¢cinde homojen hale getirilinceye kadar mini el ezicileri
ile ezilmistir. Ekstraktlar kisa bir siire vortekslendikten sonra 1 saat siireyle 65 °C’de
inkubasyona tabii tutulmustur. Inkubasyonun ardindan ekstraktlara 450 ml phenol:
chloroform: isoamyl alcohol (25:24:1) eklenerek 10000 rpm hizda 5 dakika Sigma 1-14
model (Sigma Laborzentrifugen GmbH9., Germany) santrifujden gegirilmistir. Tiiplerin
ist kismindaki akigkan satha yeni bir tube nakledilmis ve {izerine esit oranda
izoproponal alkol ilave edilerek DNA presipitasyonu saglanmistir. Bu tiipler 10000 rpm
de 10 dakika santrifujden gecirildikten sonra tiiplerin dibinde toplanan DNA pelletleri
% 70’lik soguk ethanolle yikanmis ve oda sicakliginda kurutulmustur. Kurutulan DNA
peletleri iizerine 50 ml steril su ilave edilerek soliisyon haline getirilmis ve
buzdolabinda -18 °C’de PCR’a tabii tutuluncaya kadar tutulmustur.

DNeasy Plant Mini Kit ekstraksiyonu bu kitin {ireticisinin tarif ettigi sekilde ama
baz1 degisiklikler yapilarak asagidaki sekilde yapilmistir (Catal vd 2010). Yaklasik 100
mg taze misel 800 ml taze hazirlanmis CTAB bufferi icinde bir havanda iyice
ezilmistir. Elde edilen homojen misel solusyonu eppendorf tiiblere nakledilmis, i¢lerine
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8 ml RNAse ilave edilmis ve 65 °C’de 1 saat inkubasyona tabii tutulmustur.
Inkubasyonu miiteakiben tiipler 13000 rpm hizla calisan santrifuje 5 dakika tabii
tutulmustur. Tiiplerin list kismindaki solusyon (supernatant) QIA shredder minicolumn
tiiplere nakledilmis ve bu tiipler yine 13000 rpm de 2 dakika santrifiijden gegirilmistir.
Tiiplerde toplanan DNA igeren solusyondan 500 ml alinarak 300 ml soguk % 95°lik etil
alkolle 1iyice karigtirllmistir. Bu karisim daha sonra DNeasy minicolumn tiiplere
nakledilip 1 dakika 13000 rpm de tekrar santrifujden gegirilmistir. Bu tiiplerin i¢indeki
zarlarda tutulan DNA pespese 3 defa yikamaya tabii tutulduktan sonra iizerlerine 50 ml
elution buffer1 ilave edilmistir. Bes dakika oda sicakliginda bekletilen tiipler en son
olarak 13000 rpm de 1 dakika santrifujden gecirilerek V. dahliae izolatlarinin DNA
miniprep ekstraklar1 elde edilmistir. Her iki metodlada elde edilen DNA ekstraklari
polimeraze zincir reaksiyonunda (PCR) kullamlincaya kadar -20 °C’de buzdolabinda
saklanmigtir. Her iki metodlada elde edilen DNA ekstraklarinin nitelik ve niceligi her
bir ekstraktan 5 pl elektroforesis aletinde yiiriitiilerek belirlenmistir.

3.4. Polimeraze Zincir Reaksiyonu (PCR) ile DNA Cogaltilmasi

Tek spor izolatlarindan elde edilen DNA ekstraktlar1 V. dahliae’ye spesifik ve
intergenik spacer (IGS) gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi amaciyla PCR testlerine tabii
tutulmuglardir. V. dahliae’ye has markor genomik bolgenin ¢ogaltilmasinda DB19 (5°-
CGGTGACATAATACTGAGAG-3’) ve DB22 (5’-GACGATGCGGATTGAACGAA-
3”) primerleri kullanilmistir (Carder vd 1994, Qing vd 2006 ve 2008). izolatlarm I1GS
bolgelerinin ¢ogaltilmasinda ise VAIGSF1 (5-GGGTCCTGTAAGCAGTAG-3") ve
VAIGSRI (5'-GAGCCATTCGCAGTTTCG-3") primerlerinden yararlanilmistir (Qin vd
2006, Maruthachalam vd 2010). Ayrica V. dahliae’nin domatesteki 1rk1 izolatlarina has
primerler VdTrl (5’-TGAAGTAGCCGATAGCTTTGTCTTGCCCGG-3’) ve VdTr2
(5’-TGTCTGGATTAATCGCCGCAATAGAGACGC-3") bu calismada elde edilen
izolatlarin bu 1rk grubuna ait olup olmadigim tespitte kullanilmistir (Usami vd 2007).
PCR reaksiyonlar1 19 pl reagent karisimi ve 1 ul DNA ekstrakt olmak {izere toplamda
20 pl den olugsmustur. PCR reagentlar ise en son reaksiyon karistminda 1x buffer (20
mM Ammonium sulfate; 75 mM Tris-HCI, pH 8.8; 0.01 % (v/v) Tween 20: Thermo
Scientific, Lithuania); 2.0 mM MgCI,, 0.2 mM her bir dATP, dTTP, dGTP ve dCTP
ile 0.5 mM her bir primerden ve 0.5 birim Taq DNA polymerase enzimi icerecek
sekilde hazirlanmistir. PCR reaksiyonlart MyGenie96 Thermal block model (Bioneer,
San Diego, CA) thermocycler kullanilarak yapilmistir. PCR protokolii DB19 ve DB22
primerleri i¢in baslangigta 94 °C 1 dakika denaturasyon, ardindan 35 dongii 94 °C 1
dakika denaturasyon, 55 °C 1 dakika annealing ve 72 °C’de 1 dakika ve en sonunda 72
%C’de 10 dakika olacak sekilde uygulanmistir (Qin vd 2006). VAIGSFI ve VAIGSRI
primerleri i¢in de benzer bir protokol uygulanmis ancak burda 35 dongiiliik kisimda
annealing temperature 51 °C ve ektensiyon siiresi 2 dakika olarak kullanilmistir (Qin vd
2006, Maruthachalam vd 2010). Domates V. dahliae 1kl primerleri VdTrl ve VdTr2
icin protokol kosullar1 35 déngiiliik kisimda annealing 65 °C ve 72 °C extension siiresi
ldakika olarak uygulanmistir (Usami vd 2007). Her PCR protokoliiniin tamamlanmasi
sonunda tiipler thermocycler tizerinde 4 °C’de tutulmustur. Elde edilen PCR iiriinleri
elektroforezde yiiriitiiliinceye kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

PCR iiriinleri 1% TAE buffer (100 mM Tris, 12.5 mM sodium acetate ve | mM
EDTA, pH: 8.0) i¢cinde hazirlananl.5 % agarose jel (Sigma-Aldrich, USA) {izerinde 80
voltta 1 saat ylriitiilmiistiir. Agarose jel icine katilagmadan 6nce ethidium bromide
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boyasi ilave edilmistir. PCR {iriinlerinin biiylikliglinii belirlemek i¢in her bir jel
yiiriitiilmesinde 1 kb DNA ladder (Thermo Scientific, Lithuania) standard olarak dahil
edilmistir. Elektroforezde yiiriitillen jeller Ultraviole 151k altinda goézlemlenmis ve
digital sanger sequening programi ile kayit altina alinmistir.

3.5 . DNA Dizilimlerinin Cikarilmasi, Diizenlenmesi ve izolatlarin Tams1

Elde edilen PCR firiinlerinin niikleotid dizilimleri iki yonlii olarak yapilmistir.
Dizilimler BM laboratuar sistemlerine hizmet alimi yoluyla yaptirilmistir. Her iki
bolgeninde DNA dizilimi PCR reaksiyonunda kullanilan primerler kullanilarak
yapilmustir. IGS bdolgesinin diziliminde PCR da kullanilan primerlere ilave olarak nested
PCR da kullanilan {g¢iincii primer VAIGSKF2 (5'-CAAGGTGGAAAGCTACCCG-3')
kullanilmistir (Qin vd 2006, Maruthachalam vd 2010). Izolatlarin DNA dizilimleri
DNASTAR yazilim paketinde (DNASTAR Inc, Madison, WI) yer alan EditSeq,
MegAlign ve SeqMan programlari kullanilarak diizenlenmis, pespese siralanmig
(alignment) ve diizeltilmistir. Her izolatin DNA dizilimi BLAST benzerlik programi
kullanilarak gen bankast (NCBI, Bethesda, MD, USA) veri tabaninda bulunan
dizilimlerle karsilagtirilmistir (Altschul vd 1990 ve 1997, Zhang ve Madden, 1997). Bu
calismada elde edilen V. dahliae izolatlarmma ait DNA dizilimler gen bankasi veri
tabanina girilmis ve gen bankasi ulagim numaralari (accession) alinmistir (Cizelge 2).

3.6. Fiogenetik Analizler ve Irklarin Belirlenmesi

Elde edilen V. dahliae’ye has markor genomik ve intergenic Spacer bolgelerinin
DNA dizilimlerinin filogenetik analizleri MEGAG6 filogenetik analiz programi
kullanilarak Maximum Parsimony ve the tree bisection-reconnection branch swapping
algorithm (TBR) metodlar1 ile yapilmistir (Swofford 2002, Tamura vd 2013).
Filogenetik agaclar her bir bootstrap degeri i¢in 1000 tekerriir yapan neigbour joining
metot kullanilarak tiretilmistir. V. dahliae izolatlarinin hangi 1rklara ait olduklar1 yine bu
izolatlarin ¢aligmada s6z konusu gen boélgelerinin dizilimlerinin Japonya’dan getirilen
farkli irklar1 temsil eden referans izolatlarin DNA dizilimleri ve gen bankasi veri
tabanlarinda bulunan diinyanin degisik yerlerinden rapor edilen V. dahliae izolatlarinin
dizilimleri karsilastirilarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. V. Dahliae izolatlarinin Elde Edilmesi

2012 ve 2013 yillarinda Antalya ili Aksu, Alanya, Finike, Gazipasa, Konyaalti,
Kumluca, Manavgat ilgelerinde 20 farkli yerde 54 seradan 143 hastalikli asili patlican
ornegi alinmis ve V. dahliae izolasyonunda kullanilmistir (Cizelgeler 3.1 ve 3.2).
Toplamda 11 farkli yerde (Y) bulunan 30 seradan (S) alinan o6rneklerden V.dahliae
izole edilmistir. Aksu ilgesinde 2 farkli yerden 7 farkli serada, Alanya ilgesinde 1
yerden 2 farkli serada, Gazipasa ilgesinde 1 yerden 1 serada, Kumluca ilgesinde 2 farkli
yerden Sfarkli serada, Konyaalti ilgesinde 4 farkli yerde 9 farkli serada ve Finike
ilgesinde 1 yerden 6 farkli serada V. dahliae saptanmistir (Cizelge 4.1). Manavgat
ilgesinde ziyaret edilen yer ve seralardan hastaligin olma ihtimalinin oldugu bir yerde
tek bir seradan izolasyon yapilmis ama V. dahliae bulunamamistir. Fungus 9 farkli,
AGR 703-Faselis F1, AGR 703-Sicilia F1, LadyRod-Faselis F1, LadyRod-Kdksal F1,
Tera ARC-Faselis F1, Tera ARC-Sicilia F1, Tera ARC-Amedeo F1, Hawk-Sicilia F1 ve
Yula F1-Amedeo Flanag-kalem kombinasyonlarinda tespit edilmistir (Cizelge 3.1 ve
Cizelge 4.1). Her seradan izole edilen V. dahliae izolatinin 5 tek spor izolat1 yapilmistir.
Bu izolatlardan kiiltiirde en hizli gelisen bir tanesi molekiiler analizlerde kullanilmisir.
Her izolatin V. dahliae oldugu mikroskop altinda yapilan inceleme ve teshisle teyit
edilmigtir. Elde edilen izolatlarin DNA’s1 basarili bir sekilde c¢ikarilmig ve PCR
cogaltmalarinda ve DNA dizilimlerinde kullanilmistir. Geriye kalan 16 seradan toplanan
hastalikli oldugu varsayilan 6rneklerde V. dahliae bulunamamistir.

4.2. V. Dahliae’ye Has Markor Genomik Bolgesinin PCR’la Cogaltilmasi

Antalya ilgesi Ortiialt1 alanlarinda asili fidelerden yetistirilen patlicanlardan elde
edilen V. dahliae izolatlarinin bu tiire has markor genomik bolgesi DB19/DB22 primer
cifti kullanilarak PCR testlerinde ¢ogaltilmistir. Yine Japonya’dan temin edilen ve 1rkl
(TV103 ve T02) ve k2 (T023 ve TKI15)’yi temsil eden domates izolatlarida
karsilastirma amacgiyla PCR ¢ogaltmalarina dahil edilmislerdir. Tiim izolatlar en az 4
defa PCR ¢ogaltmalarina tabii tutulmustur. Sekil 4.1°de goriildiigii gibi ¢cogaltmalarda
kullanilan 30 patlican izolat1 ve 4 domates izolati istikrarli olarak 520 ila 550 baz
arasinda bir PCR {iriinii vermislerdir. Agaroz jel lizerinde olusan bandlarin biiyiikliigline
bakarak izolatlar1 birbirinden ayirmak miimkiin olmamistir. Tiim PCR testlerinde
negatif kontrol olarak kullanilan saf aritik sudan herhangi bir {iriin elde edilmemistir.
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Cizelge 4.1.

V. dahliae tiiriine has markor genomik (SSMGS) ve ribosomal DNA
internal transcribed spacer (IGS) bolgelerinin dizilimleri yapilan
izolatlarla ilgili bilgiler

izolat Yer Konuk¢u SSMGS SSMGS Seq Grup IGS IGS
(Kod) (ilg:e/Sehir/iilke) (Bitki) (bp) Genbank# veyalrk (bp) Genbank#
Y1S1 Konyaalt1 Patlican 526  KJ826467 se2 T T
Y2S19 Aksu Patlican 526  KJ826468 se2 1414  KP012573
Y3S4 Finike Patlican 542 KJ826469 seq4 1370  KP012574
Y3S6 Finike Patlican 526  KJ826470 se2 1414 KP012575
Y3520 Finike Patlican 542 KJ826471 seqg¢ T
Y3S36 Finike Patlican 526 KJ826472 s€2 T T
Y3S37 Finike Patlican 526  KJ826473 se2 1414  KP012576
Y3S38 Finike Patlican 526 KJ826474 se2 T T
Y16S539 Aksu Patlican 526 KJ826475 s2 T T
Y16S40 Aksu Patlican 526 KJ826476 se2 T T
Y4S7 Kumluca Patlican 526 KJ826477 se2 T T
Y11S22 Konyaalt1 Pathican 526 KJ826478 s€2 T T
Y11S23 Konyaalt1 Patlican 526 KJ826479 s€2 T T
Y11S24 Konyaalt1 Patlican 526 KJ826480 s€2 T T
Y 12825 Konyaalt1 Patlican 526 KJ826481 s€2 T T
Y12526 Konyaalt1 Patlican 526 KJ826482 se2 1414  KP012577
Y 128527 Konyaalt1 Patlican 526 KJ826483 s€2 T T
Y 14530 Konyaalt1 Patlican 526 KJ826484 se2 1414  KP012578
Y14S531 Konyaalt1 Patlican 542 KJ826485 seq4 1370  KP012579
Y15S32 Kumluca Patlican 526 KJ826486 se2 T T
Y15S33 Kumluca Patlican 542 KJ826487 seq4 1370  KP012580
Y15S34 Kumluca Patlican 526 KJ826488 se2 T T
Y15S35 Kumluca Patlican 526 KJ826489 seq2 T
Y16S41 Aksu Patlican 526 KJ826490 se2 T T
Y16S42 Aksu Patlican 526 KJ826491 se2 T T
Y16S43 Aksu Patlican 526 KJ826492 se2 T T
Y16S44 Aksu Patlican 526 KJ826493 se2 T T
Y 17S45 Gazipasa Patlican 526 KJ826494 se2 T T
Y18547 Alanya Patlican 542 KJ826495 seq4 1391  KP012581
Y18549 Alanya Patlican 542 KJ826496 seq4 1391  KP012582
TV103 Tokyo/Japonya Domates 526  KP012586 k1 1455  KP012583
TO2 Gunma/japonya Domates 526  KP012587 vkl 77 TTT
T023 Gunma/japonya Domates 526  KP012588 k2 1447  KP012585
TK15 Kanagawa/Japonya Domates 526  KPO012589 k2 1396  KP012584
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Sekil. 4.1. V. dahliae izolatlarinin tlire has markor genomik bolgesinin DB19/ DB22
primer ¢ifti kullanilarak PCR’da ¢ogaltilmasi ve IKB DNA merdiveni
markdr olarak kullanilmasi

4.3. V. Dahliae’ye Has Markor Genomik Bolgesinin DNA Dizilimleri ve Analizleri

V. dahliae izolatlarindan ¢ogaltilan tiire has markdr gen bolgesi PCR {irtinlerinin
timii primerler  DB19 ve DB22 kullanilarak ¢ift yonli olarak dogrudan
dizilimlenmistir. Cizelge 4.1°de goruldiigii gibi, patlicandan izole edilen izolatlardan
526 ve 542 baz olmak iizere iki farkli uzunlukta dizilim elde edilmistir. Bu sonug
patlican izolatlar1 arasinda iki grubun oldugunu gdstermektedir. Bu nedenle izolatlar
grup 1 ve grup 2 olarak adlandirilmislardir. Birinci grup i¢inde yer alan 24 asili patlican
izolat1 Y1S1, Y2S18, Y3S6, Y3S36, Y3S37, Y3S38, Y16S39, Y16S40, Y4S7, Y11S22,
Y11S23, Y11S24, Y12S25, Y12S26, Y12S27, Y14S30, Y15S32, Y15S34, Y15S35,
Y16S41, Y16S42, Y16S43, Y16S44, Y17S45 526 bazlik bir dizilime sahipken ikinci
grupta yer alan 6 izolat Y3S4, Y3S20, Y14S31, Y15S33, Y18S47 ve Y18S49 542
bazlik bir dizilim vermislerdir. Aksu il¢esinde 4 farkl yer 7 farkli seradan elde edilen
izolatlardan 526 bazlik dizilim elde edilmistir. Konyaalt:1 il¢esindeki 4 farkli yer ve 8
farkli seradan alman izolatlardan 526 bazlik dizilim alinirken ayni yerdeki bir sera
izolatindan (Y 14S31) 542 bazlik bir dizilim alinmistir. Finike ilgesinde 6rneklenen tek
bir yerdeki 4 seradan alinan izolatlar 526 bazlik 2 seradan alinan izolatlar ise 542 bazlik
dizilim vermistir. Kumluca ilgesinden 2 farkli yer ve 5 farkli seradan alinan tiim
izolatlar 526 bazlik iirlin vermistir. Alanya il¢esinde ayni yerde 2 farkli seradan
izolatlarin ikiside 542 bazlik dizilim iiretirken Gazipasa ilgesinde tek bir seradan izole
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edilen V. dahliae izolat1 526 bazlik iiretmistir. Domateste 2 farkli irka ait her biri 2
farkli sehirden alinan 4 japon izolatida 526 bazlik bir dizilim vermislerdir.

Asil patlicandan elde edilen iki farkli grubta yer alan 30 izolat ve domates 1rk1
ve 1rk2’yi temsil eden 4 izolatin DNA dizilim ile genbankasi indirilen ve giiniimiize
kadar belirlenen 7 farkli V. dahliae dizilim gruplarmi (seq) temsil eden dizilimler
SeqMan ve MegAlign programlar1 kullanilarak alt alta dizilerek karsilastirilmistir (Sekil
4.2). Dizilimler ve karsilastirmalar patlican grup 1 ve grup 2 arasinda % 98 bir
benzerlik oldugunu gostermistir. Sekil 4.2 de goriilecegi gibi iki grup arasinda 84
(C/T), 98 (G/C), 179 (C/T), 235 (T/C), 240 (T/C), 254 (C/T), 290 (A/C), 378 (T/A), 395
(G/A) ve 425’inci (G/T) niikleotid yerlerinde baz degisikligi (substitution) ve sadece
167 (-/C)’inci niikleotid yerinde baz eksikligi (deletion) tespit edilmistir. Yine grup
I’den farkli olarak grup 2’de 314 ila 315 bazlar arasinda 15 bazlhk
(GAGCGTGTGGCAGCQ) bir ilave (insertion) bulunmustur. Alt alta dizilimlerde 526
bazlik dizilime sahip 24 grup 1 patlican V. dahliae izolat1 ile 1 domates rklve 2 1rk2
izolatlar1 % 100 liik bir benzerlikle dizilim gruplarindan seq? yani zeytin izolat grubu
icinde yer almistir. Domates 1rk1 izolatt TV103°de % 99 luk bir benzerlikle bu grup
icinde yer almigtir. DNA dizilim uzunlugu 542 olan V. dahliae izolatlarinin hepsi yine
% 100 benzerlik ile seq4 yani pamuk izolat grubu i¢ine girmistir.

Patlican izolatlar1 domatesteki 1kl ve k2 ile karsilagtirilinca grup 1
izolatlarinin 1kl izolatlart TO2 ve TV103’e sirasiyla % 100 ve % 99 benzerlik
gosterirken grup 2 izolatlar1 % 98 ile % 97’lik bir benzerlik sergilemislerdir. Yine grup
1 pathican izolatlari DNA dizilimleri domates 1rk2 izolatlar1 TO23 ve TKI15
dizilimlerine %100 benzerken grup 2 izolatlar1 % 98 benzemislerdir.

Y17545 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Seq2 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y16S44 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y16S43 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y16S42 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y16S41 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y15S35 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y15S34 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y15S832 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y14S30 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y12S27 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y12526 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y12S825 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y11S24 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y11S23 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y11S22 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y4S7 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y16S40 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y16S39 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y3S38 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y3S36 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y3S37 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y3S6 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y2519 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60
Y1S1 CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC 60

Sekil. 4.2. V. dahliae izolatlarinin DB19 ve DB22 primerleri ile elde edilen DNA
dizilimlerinin alt alta dizilmis hali
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Sekil. 4.2.’nin devami

Seql
Seq7
Seq3
Y18S49
Seq5
Y3s4
Y3S20
Y14S31
Y15S33
Y18S47
Seq4
Seq6

Y17S45
Seq2
Y16S44
Y16S43
Y16S42
Y16S41
Y15S35
Y15S34
Y15S32
Y14S30
Y12S27
Y12S26
Y12S25
Y11S24
Y11S23
Y11S22
Y4S7
Y16S40
Y16S39
Y3S38
Y3S36
Y3S37
Y3S6
Y2S19
Y1S1
Seql
Seq7
Seq3
Y18S49
Seqg5
Y3S4
Y3S20
Y14S31
Y15S33
Y18S47
Seq4
Seq6

Y17S45
Seq2

Y16S44
Y16S43
Y16S42
Y16S41
Y15S35
Y15S34
Y15S32
Y14S30
Y12S27
Y12S26
Y12S25
Y11S24
Y11S23

CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC
CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC
CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC
CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC
————————————————————— AGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCAGTCGCGC
CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC
CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC
CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC
CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC
CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC
CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC
CGGTGACATAATACTGAGAGAGGAAGCATGCGACAGGAGCGATGAGCCCCTCGGTCGCGC

CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGTAGTGGCAAGCGTGCATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGCAGTGGCAAGCGTGGATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGTAGTGGCAAGCGTGCATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGTAGTGGCAAGCGTGCATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGTAGTGGCAAGCGTGCATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGTAGTGGCAAGCGTGCATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGTAGTGGCAAGCGTGCATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGTAGTGGCAAGCGTGCATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGTAGTGGCAAGCGTGCATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGTAGTGGCAAGCGTGCATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT
CGACTTCGTCCCGAGCTCTGAAGTAGTGGCAAGCGTGCATGTCGGCGAGTTTGGCATGTT

TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
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Y11S22
Y4S7
Y16S40
Y16S39
Y3S38
Y3536
Y3S37
Y3S6
Y2519
Y1S1
Seql
Seq7
Seq3
Y18S49
Seq5
Y3S4
Y3520
Y14S31
Y15S33
Y18S47
Seq4
Seq6

Y17S45
Seq2
Y16S44
Y16S43
Y16S42
Y16S41
Y15S35
Y15S34
Y15S32
Y14S30
Y12S27
Y12S26
Y12S25
Y11S24
Y11S23
Y11S22
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Y16S40
Y16S39
Y3S38
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Y3S37
Y3S6
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Seql
Seq7
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Seqg5
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Y17545
Seq2

Y16S44
Y16S43
Y16S42
Y16S41

TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGTGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTTCCCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTT-CCCTGCACGGGTCCCG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTTCCCCTGCACGGGTCCTG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTTCCCCTGCACGGGTCCTG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTTCCCCTGCACGGGTCCTG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTTCCCCTGCACGGGTCCTG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTTCCCCTGCACGGGTCCTG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTTCCCCTGCACGGGTCCTG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTTCCCCTGCACGGGTCCTG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTTCCCCTGCACGGGTCCTG
TAGCATCCCGCTCGTCATGGGTTTCGGCAACTCCAGCAAAGTTCCCCTGCACGGGTCCTG

*

CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACTATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACCATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACCATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACCATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACCATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACCATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACCATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACCATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACCATGT
CAGCTTTCTGGTTCAGATGGGCGCGGGCCTGAAGAATATGCGGCAGTCTATCGACCATGT

TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
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Y15S35
Y15S34
Y15S32
Y14S30
Y12S27
Y12S26
Y12S25
Y11S24
Y11S23
Y11S22
Y4S7
Y16S40
Y16S39
Y3S38
Y3S36
Y3S37
Y3S6
Y2S19
Y1S1
Seql
Seq7
Seq3
Y18S49
Seqg5
Y3s4
Y3S20
Y14S31
Y15S33
Y18S47
Seq4
Seq6

Y17545
Seq2
Y16S44
Y16S43
Y16S42
Y16S41
Y15S35
Y15S34
Y15S32
Y14S30
Y12S27
Y12S26
Y12S25
Y11S24
Y11S23
Y11S22
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Y3S20

TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATAAGGTCCATA
TCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATGAGGTCCATA
CCTCGAGGGAGGCTCAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATGAGGTCCATA
CCTCGAGGGAGGCTTAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATGAGGTCCATA
CCTCGAGGGAGGCTTAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATGAGGTCCATA
CCTCGAGGGAGGCTTAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATGAGGTCCATA
CCTCGAGGGAGGCTTAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATGAGGTCCATA
CCTCGAGGGAGGCTTAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATGAGGTCCATA
CCTCGAGGGAGGCTTAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATGAGGTCCATA
CCTCGAGGGAGGCTTAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATGAGGTCCATA
CCTCGAGGGAGGCTTAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATGAGGTCCATA
CCTCGAGGGAGGCTTAAGTTAACTACGGCACTAAAGGGTCAGCCAGGTATGAGGTCCATA

TCCAACACGAGCTG-=========——=—= GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG-============—= GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG--————==——————— GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG=-============—= GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG-=========——=—= GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG-============—= GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG--————==——————— GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG=-============—= GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG-==========—=—= GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG-============—= GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG--————==——————— GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG=-============—= GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG-==========—=—= GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG-============—= GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG--————==——————— GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG-============—= GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG=-============—= GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG-==========—=—= GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG-============—= GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG--————==——————— GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG-============—= GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG-=========——=—= GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG-============—= GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG--————==——————— GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG=-============—= GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG-=========——=—= GAGTCTCACCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACAAGCTGGAGCGTGTGGCGGCCGAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTG--————==——————— GAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC

TCCAACACGAGCTGGAGCGTGTGGCAGCCGAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTGGAGCGTGTGGCAGCCGAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTGGAGCGTGTGGCAGCCGAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTGGAGCGTGTGGCAGCCGAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
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Y16S40
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Y3S38
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Seql
Seq7
Seq3
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Y3S20
Y14S31
Y15S33
Y18S47
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Seq6

Y17545
Seq2
Y16S44
Y16S43
Y16S42
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Y15S34
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Y12S27
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TCCAACACGAGCTGGAGCGTGTGGCAGCCGAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTGGAGCGTGTGGCAGCCGAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTGGAGCGTGTGGCAGCCGAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTGGAGCGTGTGGCAGCCGAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC
TCCAACACGAGCTGGAGCGTGTGGCAGCCGAGTCTCAGCTTCTTCTATGACCTCGTCTGC

FAAAKAKXKXKX Khkkk

ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGTGACTGTCGAGCACCTCGGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGAGACTGTCGAGCACCTCAGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGAGACTGTCGAGCACCTCAGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGAGACTGTCGAGCACCTCAGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGAGACTGTCGAGCACCTCAGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGAGACTGTCGAGCACCTCAGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGAGACTGTCGAGCACCTCAGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGAGACTGTCGAGCACCTCAGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGAGACTGTCGAGCACCTCAGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGAGACTGTCGAGCACCTCAGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGAGACTGTCGAGCACCTCAGCCATCGCA
ATCCAGTAGTATCTTATATACATGACAGCGATGAGACTGTCGAGCACCTCAGCCATCGCA

GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
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Y11S22
Y4S7
Y16S40
Y16S39
Y3S38
Y3S36
Y3S37
Y3S6
Y2519
Y1S1
Seql
Seq7
Seq3
Y18S49
Seq5
Y354
Y3S20
Y14S31
Y15S33
Y18547
Seq4
Seq6

Y17545
Seq2

Y16S44
Y16S43
Y16S42
Y16S41
Y15S35
Y15S34
Y15S32
Y14S30
Y12S27
Y12S26
Y12S25
Y11S24
Y11S23
Y11S22
Y4S7

GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATGGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATTGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATTGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATTGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA

GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATTGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATTGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATTGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATTGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GG-TCAGTGCTATGGGAATTAAATTGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
GGGTCAGTGCTATGGGAATTAAATTGGATTATATCGTCAACAAAAATATCAGCATTAAGA
**

AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACGTTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAA-————————————————
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC
AGACTAACATTTTTAATAATGGAACAGTAGTCCCACGAGGAAATTCGTTCAATCCGCATC

GTC 526
GTC 526
GTC 526
GTC 526
GTC 526
GTC 526
GTC 526
GTC 526
GTC 526
GTC 526
GTC 526
GTC 526
GTC 526
GTC 526
GTC 526
GTC 526
GTC 526
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464
478
463
479
458
479

479
479
479
479
479
480

523
523
523
523
523
523
523
523
523
523
523
523
523
523
523
523
523
523
523
523
523
523
523
523
523
524
538
523
539
501
539
539
539
539
539
539
540



Y16S40 GTC 526

Y16S39 GTC 526
Y3S38 GTC 526
Y3S36 GTC 526
Y3S37 GTC 526
Y3S6 GTC 526
Y2S19 GTC 526
Y1S1 GTC 526
Seql GTC 527
Seq7 GTC 541
Seq3 GTC 526
Y18S49 GTC 542
Seq5 -—

Y3s4 GTC 542
Y3S20 GTC 542
Y14S31 GTC 542
Y15S33 GTC 542
Y18S47 GTC 542
Seq4 GTC 542
Seq6 GTC 543

Sekil. 4.2. V.dahliae izolatlarinin DB19 ve DB22 primerleri ile elde edilen DNA
dizilimlerinin alt alta dizilmis hali

4.4. V. Dahliae’ye Has Markor Genomik DNA Dizilimlerinin Filogenetik Analizi

Filogenetik analizlerde Antalya ilceleri seralarindan izole edilen 30 patlican ve
japonya’dan getirilen 2 1kl ile 2 1tk 2 domates izolatlarinin yan1 sira diinyanin degisik
yerlerinde farkli bitkilerden elde edilen V. dahliae izolatlariin genbankasi
veritabaninda mevcut V. dahliae’ye has tim markor genomik DNA dizilimleri
kullanilmistir. Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi analizde Almanya, Ingiltere, Ispanya,
Italya, Isve¢, Yunanistan gibi Avrupa iilkelerinin yan1 sira ABD, Cin ve Israil’den V.
dahliae’nin patates, biber, karnabahar, lahana, turp, enginar, kolza, pamuk, kanola,
zeytin, badem, ¢ilek, ak¢aaga¢ ve papatya bitkilerinden elde edilen 46 izolatinin DNA
dizilimlerinden yararlanilmistir. Filogenetik analizler Tamurai-Nei modele (Tamurai ve
Nei 1993) dayanan Maksimum Benzerlik Metodu (Maximum Likelihood Method)
kullanilarak yapilmistir. En yiiksek log benzerligine sahip filogenetik soy agaci (-
9491.1397) secilmistir (Sekil 4.3). Aymi grup ig¢indeki izolatlarin ve gruplarin
birbirlerine benzerlik yiizdeleri agacin dallarinda gosterilmistir. Heuristik arama igin
baslangi¢ agaclari Komsularin Birbirine Yakinlik Metodu (Neighboor-Joining Method)
Maksimum Bilesik Benzerlik yaklasimi (Maximum Composite Likelihood-MCL)
kullanarak tahmin edilen bir ikili uzakliklar matrixine uygulayarak elde edilmistir.
Toplamda 79 izolata ait DNA dizilimleri analize dahil edilmistir. En son veride toplam
543 pozisyon bulunmaktadir. Sekil 4.3’de goriildiigi gibi V. dahliae’ye has markor
genomik DNA dizilimleri kullanilarak yapilan filogenetik analizlerde de Antalya
seralarindan elde edilen 30 asili patlican izolatinin birbirinden tamamen ayr1 iki farkl
filogenetik grup i¢inde yer almiglardir. Sekans benzerlik analizlerinde oldugu gibi yine
24 patlican izolat1 (Y1S1, Y2S18, Y3S6, Y3S36, Y3S37, Y3S38, Y16S39, Y16S40,
Y4S7, Y11S22, Y11S23, Y11S24, Y12S25, Y12S26, Y12S27, Y14S30, Y15S32,
Y 15534, Y15S35, Y16S41, Y16S42, Y16S43, Y16S44, Y17S45) birinci grupta yer
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almiglardir. Seq7’yi temsil eden patates irkida patlican 1. grubuna yakin dallanmistir.
Diger 6 izolat ise (Y3S4, Y3S20, Y14S31, Y15S33, Y18S47 ve Y18S49) ikinci grupta
toplanmuslardir. V. dahliae’ye has markér genomik DNA dizilim gruplarindan Seq2’yi
temsil eden zeytin izolat1 ile Seq3’li temsil eden karnabahar izolat1 ve Japon domates
k2 izolatt TK15 bu grup i¢inde yer almistir. Japon domates 1rk 1 izolat1 TO2 ve 1rk 2
izolatt TO23 farkli bir dal {izerinde ayr1 bir grup iginde birlikte yer almiglardir. Bununla
birlikte bu izolatlar patlican 1. grubuna patlican 2. grubundan ve domates irk 1 izolati
TV103 den daha yakin akraba ¢ikmislardir. ikinci grupta yer alan 6 izolat Seq4’ii temsil
eden pamuk izolati ile ayn1 dal iizerinde toplanmustir. Yine Seql’i temsil eden pamuk ve
seq6’yr temsil eden biber izolatlarida patlican ikinci grubuna daha yakin
bulunmuglardir. Japon domates 1rk1 izolat1 TV103 ve Cizelge 4.2°de yer alan ve degisik
bitkilerden elde edilen 40 izolat patlican gruplarindan uzak dallar lizerinde degisik
gruplarda yer almislardir. Bu sonuglar asili patlican izolatlarinin 1rk2 i¢inde olma
ihtimallerinini yliksek oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.2. Filogenetik analizler i¢in gen bankasindan indirilen izolatlar

izolat Yer Konukc¢u SSMGS
(Kod) (lce/Sehir/iilke) (Bitki) Genbank #
9802 (seq5) ABD Turp AF363243
MD73 Almanya Kanola AF363244
1 ABD Turp AF363245
855 Almanya Kolza AF363246
90-02 ABD Lahana AF363247
MD71 Almanya Papatya AF363249
332 Ingiltere Cilek AF363250
MDg&O0 Almanya Karnabahar AF363251
V136l Ispanya Zeytin AF481966
V138I Ispanya Pamuk AF481967
V1351 Ispanya Zeytin AF481968
V1431 Ispanya Zeytin AF481969
V1521 Ispanya Zeytin AF481970
V1441 Ispanya Zeytin AF481971
V1531 Ispanya Zeytin AF481972
V1801 Ispanya Pamuk AF481973
V2131 Ispanya Pamuk AF481974
V1771 Ispanya Pamuk AF481975
V2171 Ispanya Pamuk AF481976
V1761 (3M-1) Ispanya Pamuk AF481977
V001 (V390) Ispanya Badem AF481978
V4021 (V016) Ispanya Enginar AF481980
V4031 (V017) Ispanya Enginar AF481981
V4041 (V0138) Ispanya Enginar AF481982
V4071 (V021) Ispanya Enginar AF481983
V408 (V022) Ispanya Badem AF481984
V2791 (cot40) Israil Pamuk AF481985
V2941 (cot92) Israil Pamuk AF481986
V302I (cotl17) Israil Pamuk AF481987
V308I (cot129) Israil Pamuk AF481988
77 Italya Zeytin AF481989
Fv343 Italya Badem AF481990
190 Italya Zeytin AF481991
Vdi28 Almanya Karnabahar AF481992
VdCal47a ABD Biber AF481993
Vvdl isveg Karnabahar AF481994
90-10 ABD Karnabahar AF481995
1990-1 ABD Akcaagac AF481996
3 Ingiltere Kanola HQ702377
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Cizelge 4.2.’nin devami

[zolat Yer Konukcu SSMGS

(Kod) (1lge/Sehir/iilke) (Bitki) Genbank #
V3571 (seql) Cin Pamuk DQ266246
V8031 (seq2) [spanya Zeytin DQ266247
V5991 (seq3) ABD Karnabahar DQ266248
V6401 (seq4) Yunanistan Pamuk DQ266249
70-21 (seqb) ABD Biber DQ266244
131-M (seq7) ABD Patates DQ266245
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Y11822

Y457

Y16540

Y16S39

Y3837

Y1S1

Y16544

Y16542

Y15835

Y12827

Y12825

Y11S23

TK15 (Domates-Irk2)
Seq3 (Karnabahar)
Y3S6

Y3s38

Y3536

Y2519

Y17845
Y16543
82 - Y16S41
Y15534
Y15832
Y14S830
@ ——— Y12S26

Seq2 (Zeytin)

Y11S24

T02 (Domates-Irk1)
{ TO23 (Domates-Irk2)
Seq7 (Patates)
Seql (Pamuk)
90 — Y18849

Y34
Y14S31

Y15833
Y18847

Seq4 (Pamuk)
Y3S20

100

Seq6 (Biber)

Sekil. 4.3. V.dahliae izolatlarinin tiire has markor genomik DNA (SSMGS)
dizilimlerinin filogenetik analizi
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76

100

91

Sekil. 4.3.’iin devami

s
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TV103 (Domates-Irk1)
V1351 (Zeytm)
V1361 (Zeytin)
1990-1 (Akgaagac)
V180I(Pamuk)
V1771 (Pamuk)
V4071(Enginar)
Seq5 (Turp)

MD73 (Kanola)
001 (Turp)

MD80 (Karnabahar)
855 (Kolza)

9002 (Lahana)
332(Cilek)
VDLO003 (Kanola)
MD71 (Papatya)
V4021 (Enginar)
1381 (Pamuk)
V403I(Enginar)
V001 (Badem)
V1531 (Zeytm)
V408 (Badem)
V3021 (Pamuk)
VdCal47a(Biber)
90-10 (Karnabahar)
VD1 (Karnabahar)
V1441 (Zeytin)
V2131 (Pamuk)
V279I(Pamuk)
V4041 (Enginar)
'Vd128 (Karnabahar)
077 (Zeytin)

Fv343 (Badem)
V1431 (Zeytn)
V1521 (Zeytn)
V1761 (Pamuk)
V217I(Pamuk)
V2941 (Pamuk)
0190 (Zeytin)
V308I(Pamuk)



4.5. intergenic Spacer Bolgesinin PCR’la Cogaltilmasi

Antalya ilgesi ortlialt1 alanlarinda asili fidelerden yetistirilen patlicanlardan elde
edilen V. dahliae izolatlarinin ribosomal DNA intergenic spacer bolgeleri primer ¢ifti
VdAIGSFI/VAIGSF2 kullanilarak PCR testlerinde cogaltilmistir. Yine Japonya’ dan
temin edilen ve k1 (TV103 ve T02) ve irk2 (T023 ve TK15)’ yi temsil eden domates
izolatlarida karsilastirma amagiyla PCR c¢ogaltmalarina dahil edilmiglerdir. Tim
izolatlar en az 4 defa PCR’a tabii tutulmustur. Sekil 4.3’de goriildiigii gibi
cogaltmalarda kullanilan 30 patlican izolatindan 10 tanesinden istikrarli PCR {iriinii elde
edilmistir. Domates izolatlarindan 1rk1’i temsil eden TV103 ve irk 2’ yi temsil eden
TO23 ve TK15 izolatlarindanda PCR f{iriinti alinmistir. En az 4 defa ve 3 tekrarli PCR
¢ogaltmalarinda 20 patlican ve 1 domates 1kl izolati (TO2)’ndan PCR ya ¢ok zayif
yada hig {iriin elde edilememistir. Basari ile ¢ogaltilan izolatlardan patlican izolat1 Y3S4
disinda hepsinden aym biiyiikliikte yaklasik 1800 bazlik bir iiriin elde edilmistir. izolat
Y3S4 2000 baz civarinda iiriin vermistir. PCR testlerinde negatif kontrol olarak
kullanilan saf sudan herhangi bir {iriin elde edilmemistir.

' ‘

1500 w—

1000 —
750
500

250

Sekil. 4.4. V. dahliae 1GS bolgesinin primer ¢ifti VAIGSFI ve VAIGSR1 ile PCR’da
¢ogaltilmasi
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4.6. Intergenic Spacer Bélgesinin DNA Dizilimleri

V. dahliae ‘min 10 patlican ve 3 domates izolatlarindan ¢ogaltilan IGS bdlgesi
PCR fiiriinlerini primer VAIGSFI ve VdIGSF2 kullanilarak dogrudan dizilimlenmistir.
Cizelge 4.3’de goriildigii gibi, pathican izolatlart Y2S19, Y3S6, Y3S37, Y12S26,
Y14S30°dan 1414, Y3S4, Y14S31, Y15S33’den 1370, Y18S47 ile y18S49’dan ise
1391 bazlik kaliteli DNA dizilimi elde edilmistir. Domates izolatlart TV103’den 1455,
TO23’den 1447 ve TK15’den de 1396 bazlik kaliteli DNA dizilimi alinmstir.

Patlicandan elde edilen ve PCR’da basar1 ile ¢ogaltilan 10 V. dahliae ve 3
domates izolatinin DNA dizilimleri SeqMan ve MegaAlign programlar1 kullanilarak alt
alta dizilerek karsilastirilmistir (Sekil 4.5). Karsilagtirmalar IGS sekansi1 bakimindan da
patlican izolatlarmin iki gruba ayrldigini gostermistir. Izolatlar Y3S6, Y12S19,
Y 12826, Y14S30 ve Y3S37 hemen hemen % 100’lik bir IGS DNA dizilimi ile A grubu
icinde yer alirken izolatlar Y3S4, Y14S31, Y15S33, Y18S47 ve Y18S49 % 100’1k bir
benzerlikle B grubu i¢inde yeralmistirlar. A grubu igindeki izolatlar arasinda sadece
1347. niikleotid yerindeki bir bazlik (C/T) degisikligi tespit edilmistir. A ve B grubu
arasindaki sekans benzerligi % 88 civarinda kalmistir.

A ve B grubunda yer alan patlican izolatlar1 domates 1rk1 izolati TV103 ve 1rk2
izolatlar1 TO23 ve TK15 ile de karsilastirilmiglardir. Patlican A grubundaki izolatlarin
domates 1kl izolati TV103’e benzerligi bu grubun 494-495 bazlar arasinda sahip
oldugu 144 bazlik bir ilave (insertion) nedeniyle % 88 civarinda kalmistir. Patlican B
grubundaki izolatlarin domates 1rk1 izolat1 TV103’e benzerligide yine 494-495 bazlar
arasinda sahip oldugu 95 bazlik bir ilave (insertion) dizilim ve 605-606 bazlar1 arasinda
63 bazlik eksik (deletion) dizilim dolayist ile % 79 olmustur. Yine bu 1k ile B grubu
arasinda en az 5 yerde baz farklilig1 bulunmustur. A grubundaki izolatlarin domates 1rk2
izolatlarina benzerligi % 95 iken B grubundakierin benzerligi % 79 olmustur.

Y15S33 -—-ATCTGCTGAGGGTAAGCCCTACTTCGCCTCGATTTCCTCGATAACCCGGCACCTAGTG 58
Y354 --ATCTGCTGAGGGTAAGCCCTACTTCGCCTCGATTTCCTCGATAACCCGGCACCTAGTG 58
Y14S31 --ATCTGCTGAGGGTAAGCCCTACTTCGCCTCGATTTCCTCGATAACCCGGCACCTAGTG 58
Y18S47 --ATCTGCTGAGGGTAAGCCCTACTTCGCCTCGATTTCCTCGATAACCCGGCACCTAGTG 58
Y18S49 -—-ATCTGCTGAGGGTAAGCCCTACTTCGCCTCGATTTCCTCGATAACCCGGCACCTAGTG 58
TV103 TGATCTGCTGAGGGTA-GCCCTACTTCGCCTCGATTTCCTCGATAACCCGGCACCTAGTG 59
Y12S526 -GATCTGCTGAGGGTA-GCCCTACTTCGCCTCGATTTCCTCGATAACCCGGCACCTAGTG 58
Y14S30 -GATCTGCTGAGGGTA-GCCCTACTTCGCCTCGATTTCCTCGATAACCCGGCACCTAGTG 58
Y3S6 -GATCTGCTGAGGGTA-GCCCTACTTCGCCTCGATTTCCTCGATAACCCGGCACCTAGTG 58
Y3S37 -GATCTGCTGAGGGTA-GCCCTACTTCGCCTCGATTTCCTCGATAACCCGGCACCTAGTG 58
Y2519 -GATCTGCTGAGGGTA-GCCCTACTTCGCCTCGATTTCCTCGATAACCCGGCACCTAGTG 58
TK15 -GATCTGCTGAGGGTA-GCCCTACTTCGCCTCGATTTCCTCGATAACCCGGCACCTAGTG 58
T023 CGATCTGCTGAGGGTA-GCCCTACTTCGCCTCGATTTCCTCGATAACCCGGCACCTAGTG 59
Y15S33 CCGCGATATGGAGGGGTTGAGATGGGTAGAGGGGAAGGCGGAGGAGGGGGGGAAGAGAGA 118
Y3S4 CCGCGATATGGAGGGGTTGAGATGGGTAGAGGGGAAGGCGGAGGAGGGGGGGAAGAGAGA 118
Y14S31 CCGCGATATGGAGGGGTTGAGATGGGTAGAGGGGAAGGCGGAGGAGGGGGGGAAGAGAGA 118
Y18S47 CCGCGATATGGAGGGGTTGAGATGGGTAGAGGGGAAGGCGGAGGAGGGGGGGAAGAGAGA 118
Y18549 CCGCGATATGGAGGGGTTGAGATGGGTAGAGGGGAAGGCGGAGGAGGGGGGGAAGAGAGA 118
TV103 CCGCGATATGGAGGGGTTGAGATGGGTAGAGGGGAAGGCGGAGGAGGGGGGGAAGAGAGA 119

Sekil. 4.5. V.dahliae izolatlarinin IGS DNA dizilimlerinin alt alta dizilmis hali
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Sekil. 4.5.”in devami

Y12S26
Y14S30
Y3S6
Y3S37
Y2S19
TK15
T023

Y15S33
Y354
Y14S31
Y18S47
Y18S49
TV103
Y12S26
Y14S30
Y3S6
Y3S37
Y2S19
TK15
T023

Y15S33
Y3S4
Y14S31
Y18547
Y18S49
TV103
Y12S26
Y14S30
Y3S6
Y3S37
Y2S19
TK15
T023

Y15S33
Y3S4
Y14S31
Y18S47
Y18549
TV103
Y12S26
Y14S30
Y3S6
Y3S37
Y2S19
TK15
T023

Y15S33
Y3S4
Y14S31
Y18S47
Y18S49
TV103
Y12526
Y14S30
Y3S6
Y3S37
Y2519
TK15
T023

Y15S33
Y3S4

CCGCGATATGGAGGGGTTGAGATGGGTAGAGGGGAAGGCGGAGGAGGGGGGGAAGAGAGA
CCGCGATATGGAGGGGTTGAGATGGGTAGAGGGGAAGGCGGAGGAGGGGGGGAAGAGAGA
CCGCGATATGGAGGGGTTGAGATGGGTAGAGGGGAAGGCGGAGGAGGGGGGGAAGAGAGA
CCGCGATATGGAGGGGTTGAGATGGGTAGAGGGGAAGGCGGAGGAGGGGGGGAAGAGAGA
CCGCGATATGGAGGGGTTGAGATGGGTAGAGGGGAAGGCGGAGGAGGGGGGGAAGAGAGA
CCGCGATATGGAGGGGTTGAGATGGGTAGAGGGGAAGGCGGAGGAGGGGGGGAAGAGAGA
CCGCGATATGGAGGGGTTGAGATGGGTAGAGGGGAAGGCGGAGGAGGGGGGGAAGAGAGA

GCGAGAGTCCGCACTCAGCGCCTTGCTCTAGCGACCTCGCCGCTATGTCGCCGCGTTTTC
GCGAGAGTCCGCACTCAGCGCCTTGCTCTAGCGACCTCGCCGCTATGTCGCCGCGTTTTC
GCGAGAGTCCGCACTCAGCGCCTTGCTCTAGCGACCTCGCCGCTATGTCGCCGCGTTTTC
GCGAGAGTCCGCACTCAGCGCCTTGCTCTAGCGACCTCGCCGCTATGTCGCCGCGTTTTC
GCGAGAGTCCGCACTCAGCGCCTTGCTCTAGCGACCTCGCCGCTATGTCGCCGCGTTTTC
GCGAGAGTCCGCACTCAGCGCCTTGCTCTAGCGACCTCGCCGCTATGTCGCCGCGTTTTC
GCGAGAGTCCGCACTCAGCGCCTTGCTCTAGCGACCTCGCCGCTATGTCGCCGCGTTTTC
GCGAGAGTCCGCACTCAGCGCCTTGCTCTAGCGACCTCGCCGCTATGTCGCCGCGTTTTC
GCGAGAGTCCGCACTCAGCGCCTTGCTCTAGCGACCTCGCCGCTATGTCGCCGCGTTTTC
GCGAGAGTCCGCACTCAGCGCCTTGCTCTAGCGACCTCGCCGCTATGTCGCCGCGTTTTC
GCGAGAGTCCGCACTCAGCGCCTTGCTCTAGCGACCTCGCCGCTATGTCGCCGCGTTTTC
GCGAGAGTCCGCACTCAGCGCCTTGCTCTAGCGACCTCGCCGCTATGTCGCCGCGTTTTC
GCGAGAGTCCGCACTCAGCGCCTTGCTCTAGCGACCTCGCCGCTATGTCGCCGCGTTTTC

GCTGTGCGTTGCAAGGCAGACGCCGCTGTCACGGCCGCCTACGGCGTCCGCTGCCGCGGA
GCTGTGCGTTGCAAGGCAGACGCCGCTGTCACGGCCGCCTACGGCGTCCGCTGCCGCGGA
GCTGTGCGTTGCAAGGCAGACGCCGCTGTCACGGCCGCCTACGGCGTCCGCTGCCGCGGA
GCTGTGCGTTGCAAGGCAGACGCCGCTGTCACGGCCGCCTACGGCGTCCGCTGCCGCGGA
GCTGTGCGTTGCAAGGCAGACGCCGCTGTCACGGCCGCCTACGGCGTCCGCTGCCGCGGA
GCTGTGCGTTGCAAGGCAGACGCCGCTGTCACGGCCGCCTACGGCGTCCGCTGCCGCGGA
GCTGTGCGTTGCAAGGCAGACGCCGCTGTCACGGCCGCCTACGGCGTCCGCTGCCGCGGA
GCTGTGCGTTGCAAGGCAGACGCCGCTGTCACGGCCGCCTACGGCGTCCGCTGCCGCGGA
GCTGTGCGTTGCAAGGCAGACGCCGCTGTCACGGCCGCCTACGGCGTCCGCTGCCGCGGA
GCTGTGCGTTGCAAGGCAGACGCCGCTGTCACGGCCGCCTACGGCGTCCGCTGCCGCGGA
GCTGTGCGTTGCAAGGCAGACGCCGCTGTCACGGCCGCCTACGGCGTCCGCTGCCGCGGA
GCTGTGCGTTGCAAGGCAGACGCCGCTGTCACGGCCGCCTACGGCGTCCGCTGCCGCGGA
GCTGTGCGTTGCAAGGCAGACGCCGCTGTCACGGCCGCCTACGGCGTCCGCTGCCGCGGA

CTACGCGCCTGCGGCGCGGGATCTTTCAGGGGGCCCCTCTGGGGCCCGAAAGATTTTTTT
CTACGCGCCTGCGGCGCGGGATCTTTCAGGGGGCCCCTCTGGGGCCCCGAAAGATTTTTTT
CTACGCGCCTGCGGCGCGGGATCTTTCAGGGGGCCCCTCTGGGGCCCCGAAAGATTTTTTT
CTACGCGCCTGCGGCGCGGGATCTTTCAGGGGGCCCCTCTGGGGCCCGAAAGATTTTTTT
CTACGCGCCTGCGGCGCGGGATCTTTCAGGGGGCCCCTCTGGGGCCCGAAAGATTTTTTT
CTACGCGCCTGCGGCGCGGGATCTTTCAGGGGGCCCCTCCGGGGCCCCGAAAGATTTTTTT
CTACGCGCCTGCGGCGCGGGATCTTTCAGGGGGCCCCTCCGGGGCCCCGAAAGATTTTTTT
CTACGCGCCTGCGGCGCGGGATCTTTCAGGGGGCCCCTCCGGGGCCCGAAAGATTTTTTT
CTACGCGCCTGCGGCGCGGGATCTTTCAGGGGGCCCCTCCGGGGCCCGAAAGATTTTTTT
CTACGCGCCTGCGGCGCGGGATCTTTCAGGGGGCCCCTCCGGGGCCCGAAAGATTTTTTT
CTACGCGCCTGCGGCGCGGGATCTTTCAGGGGGCCCCTCCGGGGCCCCGAAAGATTTTTTT
CTACGCGCCTGCGGCGCGGGATCTTTCAGGGGGCCCCTCCGGGGCCCCGAAAGATTTTTTT
CTACGCGCCTGCGGCGCGGGATCTTTCAGGGGGCCCCTCCGGGGCCCGAAAGATTTTTTT

TCTCAATTCCCGGGTAGGTGGTCTCTGAGAGTGGCCAGAGACAGCCCCAAGTCCTACCAT
TCTCAATTCCCGGGTAGGTGGTCTCTGAGAGTGGCCAGAGACAGCCCCAAGTCCTACCAT
TCTCAATTCCCGGGTAGGTGGTCTCTGAGAGTGGCCAGAGACAGCCCCAAGTCCTACCAT
TCTCAATTCCCGGGTAGGTGGTCTCTGAGAGTGGCCAGAGACAGCCCCAAGTCCTACCAT
TCTCAATTCCCGGGTAGGTGGTCTCTGAGAGTGGCCAGAGACAGCCCCAAGTCCTACCAT
TCTCAATTCCCGGGTAGGTGGTCTCTGAGAGTGGCCAGAGACAGCCCCAAGTCCTACCAT
TCTCAATTCCCGGGTAGGTGGTCTCTGAGAGTGGCCAGAGACAGCCCCAAGTCCTACCAT
TCTCAATTCCCGGGTAGGTGGTCTCTGAGAGTGGCCAGAGACAGCCCCAAGTCCTACCAT
TCTCAATTCCCGGGTAGGTGGTCTCTGAGAGTGGCCAGAGACAGCCCCAAGTCCTACCAT
TCTCAATTCCCGGGTAGGTGGTCTCTGAGAGTGGCCAGAGACAGCCCCAAGTCCTACCAT
TCTCAATTCCCGGGTAGGTGGTCTCTGAGAGTGGCCAGAGACAGCCCCAAGTCCTACCAT
TCTCAATTCCCGGGTAGGTGGTCTCTGAGAGTGGCCAGAGACAGCCCCAAGTCCTACCAT
TCTCAATTCCCGGGTAGGTGGTCTCTGAGAGTGGCCAGAGACAGCCCCAAGTCCTACCAT

CTATGGAGGTGGTGGGGTTTTTGGCGTCAAGGTGGAAAGCTACCCGGGAATTGGACCAGT
CTATGGAGGTGGTGGGGTTTTTGGCGTCAAGGTGGAAAGCTACCCGGGAATTGGACCAGT
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CTATGGAGGTGGTGGGGTTTTTGGCGTCAAGGTGGAAAGCTACCCGGGAATTGGACCAGT 418
CTATGGAGGTGGTGGGGTTTTTGGCGTCAAGGTGGAAAGCTACCCGGGAATTGGACCAGT 418
CTATGGAGGTGGTGGGGTTTTTGGCGTCAAGGTGGAAAGCTACCCGGGAATTGGACCAGT 418
CTATGGAGGTGGTGGGGTTTTTGGCGTCAAGGTGGAAAGCTACCCGGGAATTGGACCAGT 419
CTATGGAGGTGGTGGGGTTTTTGGCGTCAAGGTGGAAAGCTACCCGGGAATTGGACCAGT 418
CTATGGAGGTGGTGGGGTTTTTGGCGTCAAGGTGGAAAGCTACCCGGGAATTGGACCAGT 418
CTATGGAGGTGGTGGGGTTTTTGGCGTCAAGGTGGAAAGCTACCCGGGAATTGGACCAGT 418
CTATGGAGGTGGTGGGGTTTTTGGCGTCAAGGTGGAAAGCTACCCGGGAATTGGACCAGT 418
CTATGGAGGTGGTGGGGTTTTTGGCGTCAAGGTGGAAAGCTACCCGGGAATTGGACCAGT 418
CTATGGAGGTGGTGGGGTTTTTGGCGTCAAGGTGGAAAGCTACCCGGGAATTGGACCAGT 418
CTATGGAGGTGGTGGGGTTTTTGGCGTCAAGGTGGAAAGCTACCCGGGAATTGGACCAGT 419

TTTGAGGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAG 478
TTTGAGGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAG 478
TTTGAGGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAG 478
TTTGAGGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAG 478
TTTGAGGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAG 478
TTTGAGGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAG 479
TTTGAGGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAG 478
TTTGAGGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAG 478
TTTGAGGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAG 478
TTTGAGGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAG 478
TTTGAGGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAG 478
TTTGAGGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAG 478
TTTGAGGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAG 479

CTACCCGGGAAT TG~ = == = == ——m oo oo 493
CTACCCGGGAAT TG~ = == = == mmmmm oo 493
CTACCCGGGAATTGG—— == === ——mmm - m oo 493
CTACCCGGGAATTGG—— == = == ——mmm oo 493
CTACCCGGGAAT TG~ = == = == m—m oo oo 493
CTACCCGGGAAT TG~ = == = == m—mmm - m oo 494
CTACCCGGGAATTGG-——————————m—m o= ACCAGTTTTGAGGCTGGCAGCTACCCG 520
CTACCCGGGAATTGG-—————————————— === ACCAGTTTTGAGGCTGGCAGCTACCCG 520
CTACCCGGGAATTGG-——=—=———————————— ACCAGTTTTGAGGCTGGCAGCTACCCG 520
CTACCCGGGAATTGG-——= === ———m oo ACCAGTTTTGAGGCTGGCAGCTACCCG 520
CTACCCGGGAATTGG-——————————m—m o= ACCAGTTTTGAGGCTGGCAGCTACCCG 520

CTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGACCAGTTTTGAGGCTGGCAGCTACCCG 538
CTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGACCAGTTTTGAGGCTGGCAGCTACCCG 539

AEAAAAAAAAKAAAAKK

—AAATTTGGAGAACGGATTTTG-———————————m e GTGAGTTGGC-——-- 524
—AAATTTGGAGAACGGATTTTG-———————————m oo GTGAGTTGGC-——-- 524
~AAATTTGGAGAACGGATTTTG= === === —m——m e e GTGAGTTGGC--—-~- 524
~AAATTTGGAGAACGGATTTTG=——— === —m——m e GTGAGTTGGC-——-~- 524
~AAATTTGGAGAACGGATTTTG= === === —m——m e e GTGAGTTGGC-——-~- 524
~GAGCT-—--—- AC-—-—- CCO-mmmmmmmmmmmm e G-GAATTGG————-- 512

GGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAGCTACCCGGGAATTGGACCAGT 580
GGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAGCTACCCGGGAATTGGACCAGT 580
GGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAGCTACCCGGGAATTGGACCAGT 580
GGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAGCTACCCGGGAATTGGACCAGT 580
GGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAGCTACCCGGGAATTGGACCAGT 580
GGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAGCTACCCGGGAATTGG-————- 592
GGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAGCTACCCGGGAATTGG-———-- 593

* Kk Khkkk

TTTGAGGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAG 640
TTTGAGGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAG 640
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TTTGAGGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAG
TTTGAGGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAG
TTTGAGGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGGCTGAAAAACGACCAAGTCGGACACCTTGGAG

————— TGAAAAAACGACCAAGTCAGACATCTGGGAGCTACCCTGGAATTGGGAGCTACCC
————— TGAAAAAACGACCAAGTCAGACATCTGGGAGCTACCCTGGAATTGGGAGCTACCC
————— TGAAAAAACGACCAAGTCAGACATCTGGGAGCTACCCTGGAATTGGGAGCTACCC
————— TGAAAAAACGACCAAGTCAGACATCTGGGAGCTACCCTGGAATTGGGAGCTACCC
————— TGAAAAAACGACCAAGTCAGACATCTGGGAGCTACCCTGGAATTGGGAGCTACCC
——————————————— ACCAGTTTTGA-GGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGG---CT----
CTACCCGGGAATTGGACCAGTTTTGA-GGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGG---CT——-~-
CTACCCGGGAATTGGACCAGTTTTGA-GGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGG---CT---~
CTACCCGGGAATTGGACCAGTTTTGA-GGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGG---CT-—--
CTACCCGGGAATTGGACCAGTTTTGA-GGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGG---CT——--
CTACCCGGGAATTGGACCAGTTTTGA-GGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGG---CT——-~
CTACCCGGGAATTGGACCAGTTTTGA-GGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGG---CT---~
CTACCCGGGAATTGGACCAGTTTTGA-GGCTGGCAGCTACCCGGGAGTTGG---CT-—--

Fokkk * *k *okk

------------------------------------ GGGAATTGGGAGCTACCCGGGAAT
———————————————————————————————————— GGGAATTGGGAGCTACCCGGGAAT
———————————————————————————————————— GGGAATTGGGAGCTACCCGGGAAT
TGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAAT
TGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAAT
-------------------------------------- GAAAAACGACCAAGTCGGACAC
—————————————————————————————————————— GAAAAACGACCAAGTCGGACAC
—————————————————————————————————————— GAAAAACGACCAAGTCGGACAC
-------------------------------------- GAAAAACGACCAAGTCGGACAC
-------------------------------------- GAAAAACGACCAAGTCGGACAC
—————————————————————————————————————— GAAAAACGACCAAGTCGGACAC
—————————————————————————————————————— GAAAAACGACCAAGTCGGACAC
-------------------------------------- GAAAAACGACCAAGTCGGACAC

EE ** X X EE *

-TGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGACGAATTCGCCGATTCC
-TGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGACGAATTCGCCGATTCC
-TGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGACGAATTCGCCGATTCC
-TGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGACGAATTCGCCGATTCC
-TGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGACGAATTCGCCGATTCC
CTTGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGACGAATTCGCCGATTCC
CTTGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGACGAATTCGCCGATTCC
CTTGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGACGAATTCGCCGATTCC
CTTGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGACGAATTCGCCGATTCC
CTTGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGACGAATTCGCCGATTCC
CTTGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGACGAATTCGCCGATTCC
CTTGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGACGAATTCGCCGATTCC
CTTGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAGACGAATTCGCCGATTCC

TCCACCACCAGGCCGTTTCCCGTTACTCTTCTTAGTGCACTGGAAAGAGCGTATCGTCCT
TCCACCACCAGGCCGTTTCCCGTTACTCTTCTTAGTGCACTGGAAAGAGCGTATCGTCCT
TCCACCACCAGGCCGTTTCCCGTTACTCTTCTTAGTGCACTGGAAAGAGCGTATCGTCCT
TCCACCACCAGGCCGTTTCCCGTTACTCTTCTTAGTGCACTGGAAAGAGCGTATCGTCCT
TCCACCACCAGGCCGTTTCCCGTTACTCTTCTTAGTGCACTGGAAAGAGCGTATCGTCCT
TCCACCACCAGGCCGTTTCCCGTTACTCTTCTTAGTGCACTGGAAAGAACGTATCGTCCT
TCCACCACCAGGCCGTTTCCCGTTACTCTTCTTAGTGCACTGGAAAGAACGTATCGTCCT
TCCACCACCAGGCCGTTTCCCGTTACTCTTCTTAGTGCACTGGAAAGAACGTATCGTCCT
TCCACCACCAGGCCGTTTCCCGTTACTCTTCTTAGTGCACTGGAAAGAACGTATCGTCCT
TCCACCACCAGGCCGTTTCCCGTTACTCTTCTTAGTGCACTGGAAAGAACGTATCGTCCT
TCCACCACCAGGCCGTTTCCCGTTACTCTTCTTAGTGCACTGGAAAGAACGTATCGTCCT
TCCACCACCAGGCCGTTTCCCGTTACTCTTCTTAGTGCACTGGAAAGAACGTATCGTCCT
TCCACCACCAGGCCGTTTCCCGTTACTCTTCTTAGTGCACTGGAAAGAACGTATCGTCCT

TAGTATATTTCACTCTTAAAAGTACTATATATACTTGAACGCTATTTGTTTTGGCTTTCA
TAGTATATTTCACTCTTAAAAGTACTATATATACTTGAACGCTATTTGTTTTGGCTTTCA
TAGTATATTTCACTCTTAAAAGTACTATATATACTTGAACGCTATTTGTTTTGGCTTTCA
TAGTATATTTCACTCTTAAAAGTACTATATATACTTGAACGCTATTTGTTTTGGCTTTCA
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TAGTATATTTCACTCTTAAAAGTACTATATATACTTGAACGCTATTTGTTTTGGCTTTCA
TAGTATATTTCACTCTTAAAAGTACTATATATACTTGAACGCTATTTGTTTTGGCTTTCA
TAGTATATTTCACTCTTAAAAGTACTATATATACTTGAACGCTATTTGTTTTGGCTTTCA
TAGTATATTTCACTCTTAAAAGTACTATATATACTTGAACGCTATTTGTTTTGGCTTTCA
TAGTATATTTCACTCTTAAAAGTACTATATATACTTGAACGCTATTTGTTTTGGCTTTCA
TAGTATATTTCACTCTTAAAAGTACTATATATACTTGAACGCTATTTGTTTTGGCTTTCA
TAGTATATTTCACTCTTAAAAGTACTATATATACTTGAACGCTATTTGTTTTGGCTTTCA
TAGTATATTTCACTCTTAAAAGTACTATATATACTTGAACGCTATTTGTTTTGGCTTTCA
TAGTATATTTCACTCTTAAAAGTACTATATATACTTGAACGCTATTTGTTTTGGCTTTCA

AGAGTCTGCTTGCGGTGCACTAGTATTCCTATTGAGTTTCTGGGCCGAAATCCTACCACG
AGAGTCTGCTTGCGGTGCACTAGTATTCCTATTGAGTTTCTGGGCCGAAATCCTACCACG
AGAGTCTGCTTGCGGTGCACTAGTATTCCTATTGAGTTTCTGGGCCGAAATCCTACCACG
AGAGTCTGCTTGCGGTGCACTAGTATTCCTATTGAGTTTCTGGGCCGAAATCCTACCACG
AGAGTCTGCTTGCGGTGCACTAGTATTCCTATTGAGTTTCTGGGCCGAAATCCTACCACG
AGAGTCTGCTTGCGGTGCACCAGTATTCCTATTGAGTTTCTGGGCCGAAATCCTACCACG
AGAGTCTGCTTGCGGTGCACCAGTATTCCTATTGAGTTTCTGGGCCGAAATCCTACCACG
AGAGTCTGCTTGCGGTGCACCAGTATTCCTATTGAGTTTCTGGGCCGAAATCCTACCACG
AGAGTCTGCTTGCGGTGCACCAGTATTCCTATTGAGTTTCTGGGCCGAAATCCTACCACG
AGAGTCTGCTTGCGGTGCACCAGTATTCCTATTGAGTTTCTGGGCCGAAATCCTACCACG
AGAGTCTGCTTGCGGTGCACCAGTATTCCTATTGAGTTTCTGGGCCGAAATCCTACCACG
AGAGTCTGCTTGCGGTGCACCAGTATTCCTATTGAGTTTCTGGGCCGAAATCCTACCACG
AGAGTCTGCTTGCGGTGCACCAGTATTCCTATTGAGTTTCTGGGCCGAAATCCTACCACG

CCACCTAAACGTCAGAAGGCCTAGCGAAATACATTGCAATCGAATAGGCACACTCAGATT
CCACCTAAACGTCAGAAGGCCTAGCGAAATACATTGCAATCGAATAGGCACACTCAGATT
CCACCTAAACGTCAGAAGGCCTAGCGAAATACATTGCAATCGAATAGGCACACTCAGATT
CCACCTAAACGTCAGAAGGCCTAGCGAAATACATTGCAATCGAATAGGCACACTCAGATT
CCACCTAAACGTCAGAAGGCCTAGCGAAATACATTGCAATCGAATAGGCACACTCAGATT
CCACCTAAACGTTAGAAGGCCTAGCGAAATACATTGCAATCGAATAGGCACACTCAGATT
CCACCTAAACGTTAGAAGGCCTAGCGAAATACATTGCAATCGAATAGGCACACTCAGATT
CCACCTAAACGTTAGAAGGCCTAGCGAAATACATTGCAATCGAATAGGCACACTCAGATT
CCACCTAAACGTTAGAAGGCCTAGCGAAATACATTGCAATCGAATAGGCACACTCAGATT
CCACCTAAACGTTAGAAGGCCTAGCGAAATACATTGCAATCGAATAGGCACACTCAGATT
CCACCTAAACGTTAGAAGGCCTAGCGAAATACATTGCAATCGAATAGGCACACTCAGATT
CCACCTAAACGTTAGAAGGCCTAGCGAAATACATTGCAATCGAATAGGCACACTCAGATT
CCACCTAAACGTTAGAAGGCCTAGCGAAATACATTGCAATCGAATAGGCACACTCAGATT

ACCCTATGGCCGGTCGTGCATCGCTGCAGCAGCGTTGGGGCGGCCGTGGTGGTGGAATCG
ACCCTATGGCCGGTCGTGCATCGCTGCAGCAGCGTTGGGGCGGCCGTGGTGGTGGAATCG
ACCCTATGGCCGGTCGTGCATCGCTGCAGCAGCGTTGGGGCGGCCGTGGTGGTGGAATCG
ACCCTATGGCCGGTCGTGCATCGCTGCAGCAGCGTTGGGGCGGCCGTGGTGGTGGAATCG
ACCCTATGGCCGGTCGTGCATCGCTGCAGCAGCGTTGGGGCGGCCGTGGTGGTGGAATCG
ACCCTATGGCCGGTCGTGCATCGCTGCAGCAGCGTTGGGGCGGCCGTGGTGGTGGAATCG
ACCCTATGGCCGGTCGTGCATCGCTGCAGCAGCGTTGGGGCGGCCGTGGTGGTGGAATCG
ACCCTATGGCCGGTCGTGCATCGCTGCAGCAGCGTTGGGGCGGCCGTGGTGGTGGAATCG
ACCCTATGGCCGGTCGTGCATCGCTGCAGCAGCGTTGGGGCGGCCGTGGTGGTGGAATCG
ACCCTATGGCCGGTCGTGCATCGCTGCAGCAGCGTTGGGGCGGTCGTGGTGGTGGAATCG
ACCCTATGGCCGGTCGTGCATCGCTGCAGCAGCGTTGGGGCGGCCGTGGTGGTGGAATCG
ACCCTATGGCCGGTCGTGCATCGCTGCAGCAGCGTTGGGGCGGCCGTGGTGGTGGAATCG
ACCCTATGGCCGGTCGTGCATCGCTGCAGCAGCGTTGGGGCGGCCGTGGTGGTGGAATCG

AGGTTGTGGCGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAATCTGGAGGCGC
AGGTTGTGGCGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAATCTGGAGGCGC
AGGTTGTGGCGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAATCTGGAGGCGC
AGGTTGTGGCGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAATCTGGAGGCGC
AGGTTGTGGCGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATTGGGAATCTGGAGGCGC
AGGTTGTGGCGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATCGGGAATCTGGAG-CGC
AGGTTGTGGCGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATCGGGAATCTGGAGGCGC
AGGTTGTGGCGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATCGGGAATCTGGAGGCGC
AGGTTGTGGCGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATCGGGAATCTGGAGGCGC
AGGTTGTGGCGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATCGGGAATCTGGAGGCGC
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AGGTTGTGGCGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATCGGGAATCTGGAGGCGC
AGGTTGTGGCGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATCGGGAATCTGGAGGCGC
AGGTTGTGGCGAGCTACCCGGGAATTGGGAGCTACCCGGGAATCGGGAATCTGGAGGCGC

*okk

CGACGACCCTCAGAACGGCGCAGGGCGGCTGCAGCCCACTGGGGCATGCGTGGGCACCTG
CGACGACCCTCAGAACGGCGCAGGGCGGCTGCAGCCCACTGGGGCATGCGTGGGCACCTG
CGACGACCCTCAGAACGGCGCAGGGCGGCTGCAGCCCACTGGGGCATGCGTGGGCACCTG
CGACGACCCTCAGAACGGCGCAGGGCGGCTGCAGCCCACTGGGGCATGCGTGGGCACCTG
CGACGACCCTCAGAACGGCGCAGGGCGGCTGCAGCCCACTGGGGCATGCGTGGGCACCTG
CGACGACCCTCAGAACGGCGCAGG-CGGCTGCAGCCCACTGGGGCATGCGTGGGCACCTG
CGACGACCCTCAGAACGGCGCATGGCGGCTGCAGCCCACTGGGGCATGCGTGGGCACCTG
CGACGACCCTCAGAACGGCGCATGGCGGCTGCAGCCCACTGGGGCATGCGTGGGCACCTG
CGACGACCCTCAGAACGGCGCATGGCGGCTGCAGCCCACTGGGGCATGCGTGGGCACCTG
CGACGACCCTCAGAACGGCGCATGGCGGCTGCAGCCCACTGGGGCATGCGTGGGCACCTG
CGACGACCCTCAGAACGGCGCATGGCGGCTGCAGCCCACTGGGGCATGCGTGGGCACCTG
CGACGACCCTCAGAACGGCGCAGGGCGGCTGCAGCCCACTGGGGCATGCGTGGGCACCTG
CGACGACCCTCAGAACGGCGCAGGGCGGCTGCAGCCCACTGGGGCATGCGTGGGCACCTG

TGGCCATTTGGCAGAGTTGGTTCCGTGTGAGCCACGAAAAAAGTTGCCAAAATCCGTTCT
TGGCCATTTGGCAGAGTTGGTTCCGTGTGAGCCACGAAAAAAGTTGCCAAAATCCGTTCT
TGGCCATTTGGCAGAGTTGGTTCCGTGTGAGCCACGAAAAAAGTTGCCAAAATCCGTTCT
TGGCCATTTGGCAGAGTTGGTTCCGTGTGAGCCACGAAAAAAGTTGCCAAAATCCGTTCT
TGGCCATTTGGCAGAGTTGGTTCCGTGTGAGCCACGAAAAAAGTTGCCAAAATCCGTTCT
TGGCCATTTGGCAGAGTTGGTTCCGTGTGAGCCACGAAAAAAGTTGCCAAAATCCGTTCT
TGGCCATTTGGCAGAGTTGGTTCCGTGTGAGCCACGAAAAAAGTTGCCAAAATCCGTTCT
TGGCCATTTGGCAGAGTTGGTTCCGTGTGAGCCACGAAAAAAGTTGCCAAAATCCGTTCT
TGGCCATTTGGCAGAGTTGGTTCCGTGTGAGCCACGAAAAAAGTTGCCAAAATCCGTTCT
TGGCCATTTGGCAGAGTTGGTTCCGTGTGAGCCACGAAAAAAGTTGCCAAAATCCGTTCT
TGGCCATTTGGCAGAGTTGGTTCCGTGTGAGCCACGAAAAAAGTTGCCAAAATCCGTTCT
TGGCCATTTGGCAGAGTTGGTTCCGTGTGAGCCACGAAAAAAGTTGCCAAAATCCGTTCT
TGGCCATTTGGCAGAGTTGGTTCCGTGTGAGCCACGAAAAAAGTTGCCAAAATCCGTTCT

CCAAATTTTCCCATAGTCAGAGTGGGGCCCCCACCAAAAAAGATCAACGACTTTCGGCTG
CCAAATTTTCCCATAGTCAGAGTGGGGCCCCCACCAAAAAAGATCAACGACTTTCGGCTG
CCAAATTTTCCCATAGTCAGAGTGGGGCCCCCACCAAAAAAGATCAACGACTTTCGGCTG
CCAAATTTTCCCATAGTCAGAGTGGGGCCCCCACCAAAAAAGATCAACGACTTTCGGCTG
CCAAATTTTCCCATAGTCAGAGTGGGGCCCCCACCAAAAAAGATCAACGACTTTCGGCTG
CCAAATTTTCCCATAGTCAGAGTGGGGCCCCCACCAAAAAAGATCAACGACTTTCGGCTG
CCAAATTTTCCCATAGTCAGAGTGGGGCCCCCACCAAAAAAGATCAACGACTTTCGGCTG
CCAAATTTTCCCATAGTCAGAGTGGGGCCCCCACCAAAAAAGATCAACGACTTTCGGCTG
CCAAATTTTCCCATAGTCAGAGTGGGGCCCCCACCAAAAAAGATCAACGACTTTCGGCTG
CCAAATTTTCCCATAGTCAGAGTGGGGCCCCCACCAAAAAAGATCAACGACTTTCGGCTG
CCAAATTTTCCCATAGTCAGAGTGGGGCCCCCACCAAAAAAGATCAACGACTTTCGGCTG
CCAAATTTTCCCATAGTCAGAGTGGGGCCCCCACCAAAAAAGATCAACGACTTTCGGCTG
CCAAATTTTCCCATAGTCAGAGTGGGGCCCCCACCAAAAAAGATCAACGACTTTCGGCTG

CAGCGGCGTGCCCACCAAAAA-CAGGACCCAGGGTATGTAAGAAGGGGAAAGCGAAAGCA
CAGCGGCGTGCCCACCAAAAA-CAGGACCCAGGGTATGTAAGAAGGGGAAAGCGAAAGCA
CAGCGGCGTGCCCACCAAAAA-CAGGACCCAGGGTATGTAAGAAGGGGAAAGCGAAAGCA
CAGCGGCGTGCCCACCAAAAAACAGGACCCAGGGTATGTAAGAAGGGGAAAGCGAAAGCA
CAGCGGCGTGCCCACCAAAAAACAGGACCCAGGGTATGTAAGAAGGGGAAAGCGAAAGCA
CAGCGGCGTGCCCACCAAAAA-CAGGACCCAGGGTATGTAAGAAGGGGAAAGCGAAAGCA
CAGCGGCGTGCCCACCAAAAA-CAGGACTCAGGGTATGTAAGAAGGGGAAAGCGAAAGCA
CAGCGGCGTGCCCACCAAAAA-CAGGACTCAGGGTATGTAAGAAGGGGAAAGCGAAAGCA
CAGCGGCGTGCCCACCAAAAA-CAGGACTCAGGGTATGTAAGAAGGGGAAAGCGAAAGCA
CAGCGGCGTGCCCACCAAAAA-CAGGACCCAGGGTATGTAAGAAGGGGAAAGCGAAAGCA
CAGCGGCGTGCCCACCAAAAA-CAGGACCCAGGGTATGTAAGAAGGGGAAAGCGAAAGCA
CAGCGGCGTGCCCACCAAAAA-CAGGACCCAGGGTATGTAAGAAGGGGAAAGCGAAAGCA
CAGCGGCGTGCCCACCAAAAA-CAGGACCCAGGGTATGTAAGAAGGGGAAAGCGAAAGCA

GAACCCGGGCGGGCGCCTCAGTGCGTCTTTCAGTAATGAGAATCCGCCGAACACTGTTCC
GAACCCGGGCGGGCGCCTCAGTGCGTCTTTCAGTAATGAGAATCCGCCGAACACTGTTCC
GAACCCGGGCGGGCGCCTCAGTGCGTCTTTCAGTAATGAGAATCCGCCGAACACTGTTCC
GAACCCGGGCGGGCGCCTCAGTGCGTCTTTCAGTAATGAGAATCCGCCGAACACTGTTCC
GAACCCGGGCGGGCGCCTCAGTGCGTCTTTCAGTAATGAGAATCCGCCGAACACTGTTCC
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TV103 GAACCCGGGCGGGCGCCTCAGTGCGTCTTTCAGTAATGAGAATCCGCCGAACACTGTTCC 1288

Y12526 GAACCCGGGCGGGCGCCTCAGTGCGTCTTTCAGTAATGAGA-—————————————————— 1414
Y14S30 GAACCCGGGCGGGCGCCTCAGTGCGTCTTTCAGTAATGAGA-—————————————————— 1414
Y3S6 GAACCCGGGCGGGCGCCTCAGTGCGTCTTTCAGTAATGAGA-—————————————————— 1414
Y3S37 GAACCCGGGCGGGCGCCTCAGTGCGTCTTTCAGTAATGAGA-—————————————————— 1414
Y2519 GAACCCGGGCGGGCGCCTCAGTGCGTCTTTCAGTAATGAGA-———————=—————————— 1414
TK15 GAACCCGGGCGGGCGCCTCAGTGCGTCTTTCAGTAATGAGAATCCGCCGAACACTGTTCC 1388
T023 GAACCCGGGCGGGCGCCTCAGTGCGTCTTTCAGTAATGAGAATCCGCCGAACACTGTTCC 1389

Sekil. 4.5. V. dahliae izolatlarinin IGS DNA dizilimlerinin alt alta dizilmis hali

4.7. intergenic Spacer (IGS) Bolgesinin DNA Dizilimlerinin Filogenetik Analizi

Filogenetik analizlerde Antalya ilgeleri seralarindan izole edilen 10 patlican ve
Japonya’dan getirilen 1 ikl ile 2 1rk2 domates izolatlarinin yani sira genbankasi
veritabanindan indirilen 26’s1 ABD ve 4’ii Ispanya’dan olmak iizere toplam 42 V.
dahliae izolatinin IGS bodlgesinin DNA dizilimleri kullanilmistir. Ribosomal IGS DNA
dizilimleri gen bankasindan indirilen izolatlarla ilgili bilgiler Cizelge 4.3’de verilmistir.
Bu dizilimler ¢ogunlugu domates, biber, patlican, patates, marul, ispanak, lahana,
enginar, karpuz gibi sebzeler olmak iizere pamuk, zeytin, ¢ilek, nane ve kadife ¢igegi
gibi degisik bitkilerden izole edilen izolatlardan elde edilmistir. Bu izolatlar aym
zamanda patlicandan elde edilen ve IGS DNA dizilimlerine gore A ve B diye 2 gruba
ayrilan izolatlarin gen bankas1 Blast programu ile yapilan benzerlik karsilastirmalarinda
patlican izolatlarina en yakin izolatlar1 temsil etmektedir. Filogenetik analizler yine
General Time Reversible Modeline (Nei ve Kumar 200) dayanan Maksimum Benzerlik
Metodu (Maximum Likelihood Method) kullanilarak yapilmistir. En yiiksek log
benzerligine sahip filogenetik soy agaci (-6040.7615) secilmistir (Sekil 4.6). Ayn1 grup
icindeki izolatlarin ve farkli gruplarin birbirlerine benzerlik yiizdeleri agacin dallarinda
gosterilmistir. Heuristik arama icin baslangi¢ agaglart Komsularin Birbirine Yakinlik
Metodu (Neighboor-Joining Method) Maksimum Bilesik Benzerlik yaklagimi
(Maximum Composite Likelihood-MCL) kullanarak tahmin edilen bir ikili uzakliklar
matrixine uygulayarak elde edilmistir. Toplamda 43 izolata ait DNA dizilimleri analize
dahil edilmistir. En son veride toplam 2145 pozisyon bulunmaktadir. Sekil 4.6 de
goriildiigli gibi filogenetik analizler bu izolatlarin 3 farkli gruba ayrildigim
gostermektedir. V. dahliae 1GS DNA dizilimleri kullanilarak yapilan benzerlik
analizlerinde oldugu gibi Antalya seralarindan elde edilen ve analizi yapilan 10 asili
patlican izolatinin birbirinden tamamen ayr iki farkli filogenetik grup iginde yer
almiglardir. Asili patlican izolatlar1 Y3S6, Y12S26, Y14S36, Y2S19, Y3S37 A grubu
icinde yer almislardir. Japon domates 1rk2 izolatlar1 T023 ve TK15 A grubu izolatlar ile
agacim aym1  dali  iizerinde toplanmiglardir. Asili  patlican  izolatlar
Y3S4,Y14S31,Y15S33,Y18S47 ve Y18S49 ise A grubundan tamamen uzakta bir dal
tizerinde B grubunda toplanmiglardir. Japon irkl izolati A grubuna B den daha yakin
bulunmustur. Cizelge 4.3’de goriilen domates, patlican, 1spanak, patates, marul, karpuz,
biber gibi sebzelerden alinan izolatlarin hepsi ve bir pamuk izolat1 A grubunda yer alan
asil patlican izolatlarina daha akraba bulunmuslardir. Asilit patlican B grubu izolatlar
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ise cizelge 4.3’de goriilen sebze disindaki pamuk, zeytin, enginar ve kadife ¢igegi gibi
bitkilerden alinan izolatlara daha yakin bulunmuslardir. Analize dahil edilen ve
karnabahardan 2 lahanadan 1 izolatla temsil edilen V. dahliae var. longisporum
izolatlar1 ayr1 bir dal {izerinde C grubu olarak adlandirilan 3. gruba girmislerdir.

Cizelge 4.3. Filogenetik analizde kullanilmak amaciyla IGS DNA dizilimleri
gen bankasi veritabanindan indirilen diinyanin degisik yerlerinden
ve degisik bitkilerden elde edilen V. dahliae izolatlar

izolat Yer Konukcu IGS
(Kod) (ilce/Sehir/iilke) (Bitki) Genbank #
Lsl6 ABD Marul FJ931476
Lsl17 ABD Marul FJ931477
Lell109 ABD Domates FJ931494
Lelll3 ABD Domates FJ931498
Te998 ABD Kadife Cicegi FJ931509
Oel006 ABD Zeytin FJo31514
Oel1009 ABD Zeytin FJ931517
Gh1015 ABD Pamuk FJ931523
Bob70 ABD Karnabahar FJ931529
Gh1017 ABD Pamuk FJI937777
Lel322 ABD Domates Gu461642
Ls1045 ABD Marul GUS814185
So0924 ABD Ispanak GU814189
VMD9 ABD Nane KF296267
V549 Ispanya Enginar KF296285
V574 Iispanya Enginar KF296289
V610 ispanya Pamuk KF296291
A54 Ispanya Patates KF296298
71 ABD Karnabahar DQ165188
74 ABD Lahana DQ165189
59 ABD Biber-Bell DQ165195
31 ABD Biber-Chilli DQ165198
129 ABD Patlhican DQ165204
113 ABD Patlhican DQ165205
1 ABD Marul DQ165207
81 ABD Patates DQ165230
21 ABD Cilek DQ165233
78 ABD Domates DQ165236
85 ABD Karpuz DQ165240
111 ABD Karpuz DQ165241
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Y14530

Le1109 (Domates)
Y2519

Y3537

TK15 (Domates-Irk2)
T023 (Domates-Irk2)
Gh1015 (Pamuk)
129 (Patlican)

78 (Domates)

S0924 (Ispanak)
Le1113 (Domates)
A54 (Patates)
Ls1045 (Marul)
TV103 (Domates-Irk1)
VMD9 (Nane)
Le1322 (Domates)
Ls16 (Marul)

85 (Karpuz)

1 (Marul)

111 (Karpuz)

21 (Cilek)

59 (Biber)

Ls17 (Marul)

31 (Biber)

113 (Patlican)

81 (Patates)

Y18547

Y18549

Y354

Te998 (Kadife gicegi)
Oe 1009 (Zzytin)
0e1006 (Zaytin)
V549 (Enginar)

V610 (Pamuk)
¥15S833

Y14S31

V574 (Enginar)
Gh1017 (Pamuk)
Bob70 (Kamabahar-var.longisporum)
71(Karnabahar-var.longisporum)
74 (Lahana-var.longisporum)

Sekil. 4.6. V. dahliae izolatlarinin IGS bolgesinin filogenetik analizi
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4.8. V. Dahliae izolatlarimm Irk1’e Has Primerler ile Cogaltilmasi.

Antalya ilgelerinde yetistirilen asil1 patlicanlardan elde edilen izolatlarin tamami
domateste 1rk1’e has oldugu belirtilen primer ¢ifti VATR1/VdTR2 ile en az 3 tekerriilii
PCR testlerinde ¢ogaltilmislardir. Sekil 4.7°de goriildiigli gibi primer ¢ifti asili patlican
izolatlarindan higbirinde de beklenen 680 bazlik PCR {iriiniinii vermemistir. Primerler
Japon domates 1rk2 izolatlar1 TK15 ve T023 den de herhangi bir PCR iiriini
cogaltmamiglardir. Japon domates 1rkl izolatlar1t TV103 ve T02 ise bu irka has
primerlerle beklenildigi gibi 680 bazlik PCR iirliniinii vermistir. Bu sonuglar asili
patlicanlardan elde edilen izolatlarin irk1’e ait olmadigin1 ve k2 veya diger heniiz
tanimlanmamis V. dahliae 1rklarina ait olabilecegini gostermistir.

Sekil. 4.7. Baz1 V. dahliae izolatlarinin domates 1rk1’e 6zel primer ¢ifti VAdTR1 ve
VdTR?2 ile PCR’da ¢ogaltilmasi
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5. TARTISMA

Bu tez caligmasinda Antalya ilinde oOzellikle asili fidelerden yetistirilen
patlicanlarda son zamanlarda ciddi kayiplara yol acan Verticillium solgunluk hastaligi
etmeni fungus Verticillium dahliae ele alinmistir. V. dahliae’da son zamanlarda belli bir
diizeyde de olsa eseyli rekombinasyonun oldugu sanilmasina ragmen fungusun arazi
populasyonlarinin klonal bir yapiya sahip oldugu diisiinlilmektedir. Bu nedenle
patojenin populasyonlarinin genetik c¢esitliligi ve yapisinin bilinmesi hastaligin
tahmininde, dayanikl cesitler gelistirilmesi ve kullanilmasinda, ve uygun ekim ndbeti
yoluyla kontroliinde ana bir faktdrdiir. Diinyanin degisik yerlerindeki arastirmacilar
farkl1 bitkilerden elde edilen izolatlarla V. dahliae’de genetik cesitliligi molekiiler
yontemler kulllanarak g¢aligmiglardir (Collado-Romero vd 2006, 2008; Collins vd 2005;
Jiménez-Diaz vd 2006). Bu nedenle Antalya’nin degisik ilgelerinde Verticillium
solgunlugu gosteren patlicanlardan elde edilen V. dahliae izolatlar1 arasinda genetik
farkliligin olup olmadigini tespit etmek, fungusun bolgedeki yaygin populasyon grup ve
itk yapisimi belirlemek ve yaygin kullanilan bazi molekiiler markdrlerin hastalik
etmeninin farkli populasyon gruplarint ve irklarini tespit etmedeki etkinliklerini
belirlemek bu ¢alismanin ana hedeflerini olusturmustur. Bu amagla bu hastalik etmeni
ile yapilan ¢alismalarda yaygin kullanilan V. dahliae’ye has markoér genomik DNA ve
ribosomal DNA intergenik spacer (IGS) bolgelerinden yararlanilmigtir (Pramafteftaki
vd 2000, Collins 2005, Qin vd 2006, Maruthachalam vd 2010). Her iki markdrle yapilan
DNA dizilim analizleri ve filogenetik analizler Antalya bdlgesinde yetistirilen asili
pathicanlarda V. dahliae’nin genetik olarak farkli 2 grubunun oldugunu gostermektedir.

Hem mikroskopik incelemeler hemde V. dahliae’ye has markor genomik bolge
primer ¢ifti DB19/DB22 ile yapilan PCR ¢ogaltmalar1 ve elde edilen {irlinlerin DNA
dizilimleri Antalya bdlgesinde 6 ilgede 11 farkli yerden alinan 30 farkli seradan elde
edilen 30 izolatin V. dahliae oldugunu kesin olarak teyit etmistir. Bu izolatlar 5 farkl
ana¢ ve 4 kalem cesidinin 9 kombinasyonundan olusan hastalikli asili patlican
bitkilerinden alinmigtir (Cizelge 3.1.1 ve Cizelge 4.3.1). Buda V. dahliae’nin anag veya
kalem ayrimi yapmaksizin tim asili fideden yetistirilen patlicanlarda hastalifa neden
oldugunu gostermektedir. Ayni ilge i¢cinde farkli yer ve seralardaki degisik anac-kalem
kombinasyonlarindan V. dahliae’nin izole edilmeside bunu ispatlamaktadir. Buda
Antalya bolgesi seralarinda yetistirilen asili patlicanlarin V. dahliae enfeksiyonlarina
kars1 toleransli olduklarini ama tamamen dayanikli olmadiklarini agik¢a gostermektedir.

DB19/DB22 primer ¢ifti ile yapilan V. dahliae’ye has markér genomik
bolgesinin DNA dizilimleri Antalya bolgesinde fungusun 526 ve 542 bazlik dizilime
sahip iki farkli populasyonunun oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde daha onceki
bir ¢ok calismada da V. dahliae izolatlart DB19 ve DB22 primerleri ile ¢ogaltilip elde
edilen PCR iriinlerinin biiyiikliik ve DNA dizilimleri bu izolatlar1 farkli gruplara
ayirmada yaygin olarak kullanilmistir (Mercado-Blanco vd 2003; Collins vd 2005;
Collado-Romero vd 2006, 2008, 2010; Jiménez-Diaz vd 2011). Bununla birlikte bu
calismalarin her birinde elde edilen PCR firiinlerinin biiytikliigii ve gruplandirmalar
farkli olmustur. Mercado-blanco vd (2003)’de fungusun pamuk ve zeytin izolatlarinin
523 ve 539 bazlik iki farkli gruba sahip olduklarini gostermislerdir. Bunlardan 523
bazlik diziliminin fungusun yaprak dokmeyen (ND) ve 539 bazlik dizilimin ise yaprak
doken (D) patotiplerine ait oldugunu ve 6zellikle yaprak doken izolatlarin zeytinliklerde
siddetli ve yikici oldugunu belirtmislerdir. Collins vd ( 2005) degisik bitkilerden alinan
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V. dahliae izolatlarindan 530 ve 550 baz bilyiikliigiinde iki farkli uzunlukta DNA
dizilimi ile seql, seq2, seq3, seq4 seqS olmak iizere 5 farkli DNA dizilim (seq) grubu
belirlemislerdir. Collado-Romero vd (2006 ve 2008) V. dahliae izolatlarindan 523 ve
539 bazlik iki farkli uzunlukta DNA dizilimi ile seql, seq2, seq4 ve seq7 olmak iizere 3
farkli dizilim grubu elde etmistir. Collado-Romero vd (2009) yine V. dahliae
izolatlarindan 526 ve 543bazlik 2 farkli DNA dizilimi elde etmistir. Collado-Romero vd
(2010) V. dahliae’ye has DNA bolgesininden 543 bazlik ilk defa rapor edilen seq6
olarak isimlendirirken yeni bir dizilim grubunuda ortaya ¢ikarmistir. Jiménez-Diaz vd
(2011) V. dahliae’nin zeytinden elde ettikleri izolatlarindan 523 ve 539 bazlik iki farkl
uzunlukta DNA dizilimine sahip oldugunu ve seql, seq2 ve seq4 gruplari i¢inde yer
aldigini saptamislardir. Gerek DNA dizilim analizleri gerekse filogenetik analizler agili
patlican izolatlarindan elde edilen 526 ve 542 bazlik iiriinlerin daha 6nce yukardaki
caligmalarda belirlenen 7 farkli DNA dizilim grubundan ikisininin igine girdigini
gostermektedir. Toplam 24 asil1 patlican izolat1 526 bazlik DNA dizilimi ile seq2 grubu
icine 6 izolat ise 542 bazlik dizilimle seq4 grubu i¢ine girmislerdir (Sekil 4.3). Antalya
bolgesinde V. dahliae’nin bu gruplardan baska DNA dizilim gruplar (seql, seq3, seq5,
seq6, seq7) iginde yer alan patlican disinda domates, biber, salatalik, marul, pamuk,
zeytin gibi bolgede yogun olarak yetistirilen bitkileri enfekte eden izolatlarinin
bulunmasi muhtemeldir. Yine bdlgede patlican iireten daha fazla yer ve seralarda
yapilacak hastalik survey ve izolasyonlarinin patlicanda bu ¢aligmada bulunan 2 dizilim
grubu disindaki gruplar ¢ikarip ¢ikarmayacagi merak konusu olabilir. V. dahliae nin
diger gruplarmin varligmin belirlenmesi i¢in bdlgede oOzellikle tarla ve seralarda
yetistirilen asili ve asisiz patlicanlardan daha fazla izolasyon ve karekterizasyon
calismalarinin yapilmasina ihtiyag¢ vardir.

Seq2 grubunun zeytin seq4 grubununda pamuk izolatlar ile temsil edildigini ve
asili patlicanlardan alinan izolatlarin bu izolatlara daha yakin oldugu diisiiniildiigiinde V.
dahliae'nin Antalya bolgesinde héalihazirda yaygin olarak yetistirilen zeytin ve gegmiste
yetistirilen pamuktan patlicana ge¢gmis olabilecegini akla getirmektedir. Bununla birlikte
diinyanin degisik bolgelerinde zeytin ve pamuktan elde edilen bir¢cok diger izolatin bu
seq grubu i¢inde yer almadigi diisliniiliince bu ihtimalin zayif oldugu goriilmektedir.

Bu calismada Antalya bogesi izolatlarinin Japon domates irklar1 ve biber seq6
izolatlarina daha yakin oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.3). Gerek DNA gerekse
filogenetik analizler yakindan incelendiginde patlican izolatlarinin 6zellikle birinci grup
icinde yer alanlarin 1rk2 olabilecegi ihtimalini giiclendirmektedir. V. dahiae’nin
domates 1rk1’ine has primerler VdTr1/VdTr2 ile yapilan PCR ¢ogaltmalarinda patlican
izolatlarindan herhangi bir {irlin alinamamasi bu ihtimali daha da kuvvetlendirmektedir.
Yine patlican Orneklerinin toplandigi seralarin ¢ogunda doniistimlii olarak veya ayni
anda domates ve biberinde yetistirildigini goz oniinde bulundurulunca V. dahliae’nin
domates ve biberden patlicana ge¢me olasiliginida giiclendirmektedir.

V. dahliae’ye has markér genomik DNA analizleri V. dahliae’nin asili
patlicandan alinan izolatlarin1 gruplara ayirmada oldukga etkili oldugu bu calismada
gosterilmistir. Bununla birlikte bu markdriin fungusun izolatlarini kesin olarak irklara
ayirmada daha fazla etkili olmadigin1 gostermektedir.

Bu tez c¢alismasinda asili patlicanlardan elde edilen izolatlarin IGS boélgelerinin
DNA dizilim ve filogenetik analizleride bu izolatlar1 iki gruba ayirarak V. dahliae’ye
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has markdér genomik bolge analizlerini teyit etmistir. Asili patlican izolatlarinin IGS
bolgelerinin analizleri bu izolatlar arasinda birbirinden tamamiyle farkli 2 grubun
bulundugunu agiga c¢ikarmistir (Sekil 4.6). Buda V. dahliae’nin patlican izolatlari
arasindaki genetik cesitliliginde diger bitkilerdeki izolatlar arasinda bulundugu gibi
yiiksek oldugunu gostermistir (Pramafteftaki vd 2000, Qin vd 2006, Maruthachalam vd
2010). Patlican izolatlarina yakin diger bitkilerden alinan 30 izolat dahil edilerek
yapilan IGS bolgesi analizleri izolatlar arasinda 3 grubun oldugunu gostermistir.
Maruthachalam vd (2010)’de Verticillium dahliae izolatlarinin IGS rDNA dizilimlerinin
filogentik analizlerinde 3 ana grup belirlemistir. Qin vd 2006’da IGS bolgesi filogenetik
analizlerin V. dahliae’ nin haghgiller disindaki bitkilerden elde edilen izolatlarin1 4 alt
gruba ayrildigini belirtmistir. Sekil 4.6’da gortildigi gibi patlican A grubu izolatlarinin
cogunlukla sebze izolatlar1 ile ayn1 grupta yer almasi fungusun patlicana 6rneklerinin
alindig1 Antalya ilcelerinde yaygin yetistirilen domates, biber ve marul gibi bitkilerden
gecmis olabilecegine isaret etmektedir. Patlican B grubu izolatlarinin cogunlukla zeytin
ve pamuk izolatlar1 ile ayn1 grupta yer almasida bu bitkilerin fungusun patlican ve diger
sebzelere gegmesinde bir rolii olabilecegini gostermektedir.

IGS boélgesinin filogenetik analizleri patlican A grubu izolatlarinin domates 1rk2
icinde oldugunu gdstermektedir. Asili palican B grubu i¢inde yer alan izolatlarin ise
ikl ve k2 disinda farkli bir irk i¢inde yer alma ihtimalinin yiliksek oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte IGS analizi irk1 ve 1rk2’yi kesin olarak birbirinden
ayirmada etkili olmamigtir. Maruthachalam vd (2010)’de IGS bdélgesinin bu fungusun
irklarimi belirlemede yetersiz kaldigim1 ve 1irk1 ve irk2 dahil pamuk, zeytin ve marul
izolatlarinin ayni grup(l) i¢inde yer aldigini belirtmistir. Bu calismada yapilan
analizlerdede 1 pamuk izolatt A grubu i¢inde yer alirken diger pamuk ve Ozellikle
zeytin izolatlar1 B grubunda yer almistir.

V. dahliae’nin domates 1rkl’ine has primer ¢ifti VdTrl/VdTr2 kullanarak
yapilan PCR analizlerinde asili patlicandan alinan 30 izolatin higbirinden beklenen PCR
tirtiniiniin elde edilememesi bu izolatlarin 1rk1 olmadigini kesin olarak gostermektedir.
Maruthachalam vd (2010) bu pimer ¢iftinin domates 1rk1 izolatlarin1 1rk2’den % 100
oraninda ayirdigini belirtmislerdir. Bu sonug¢ V. dahliae’nin asili patlican izolatlarinin
1rk2 veya diger tanimlanmamus 1rk gruplarina ait olabilecegini gostermektedir.
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6. SONUC

Patlican Antalya bolgesi ortiialtt alanlarda yaygin olarak yetistirilen ekonomik
degeri yiiksek olan sebzelerin basinda gelmektedir. Tiim diinyada oldugu gibi
Antalya’da da patlican iiretimini tehdit eden unsurlarin baginda toprak kokenli fungus V.
dahliae’nin neden oldugu Verticillium solgunlugu oldugu asikardir. Bu nedenle 2000’11
yillarin basindan itibaren {ireticiler bu hastaliga dayanikli oldugu varsayilan anaglar
lizerine asilanmis ¢esitleri ile patlican liretimi yoluna gitmislerdir. Bununla birlikte son
zamanlarda oOzellikle 2011-2012 yillar1 arasinda bodyle asili fidelerden yetistirilen
patlicanlarda Verticillium solgunlugu’nun ¢ok ciddi zararlanmalara sebep oldugu gerek
ireticilerden gelen sikdyet gerekse Ortlialt1 alanlarinda yaptigimiz goézlemlerde
goriilmiistiir. Asili patlicanlarda ortaya c¢ikan bu durumun V. dahliae’nin Antalya
bolgesindeki halihazirda mevcut 1rklarinin ¢ok saldirgan olmasindanmi yoksa fungusun
yeni irklar gelistirmesindenmi kaynaklandigi sorularini akla getirmistir. Yine fungusun
bu saldirgan irklarinin patlicana bolgede halihazirda yetistirilen domates, biber, hiyar,
marul, zeytin ve pamuk gibi bitkilerden ge¢mis olabilecegide ihtimal ic¢inde
distiniilmiistiir. Bu sorulara cevap vermek V. dahliae’nin Antalya bolgesindeki
populasyon yapisini ve genetik ¢esitliligi ortaya ¢ikarmakla miimkiindiir. V. dahliae’nin
populasyon ve 1rk yapisinin bilinmesi patojenin bolgedeki yayilma mekanizmasini agiga
cikarmada ve patlicanlarda hastaligi kontrol etmek i¢in hastalik idare taktik ve
stratejileri gelistirilmesi bakimindan biiylik 6neme sahip oldugu agiktir. V. dahliae’nin
patlicandaki 1rklarin1 teshis etmek ve birbirinden ayirmak sebzelerde konukcu
dayanikliligini ve dayanikli ¢esit kullanmay1 hedef alan 1slah programlar i¢inde kritik
oneme sahiptir. V. dahliae nin populasyon ve genetik ¢esitliligini ortaya ¢ikarmak ve
patojenin belli bir tarla, lokasyon veya bolgeden izole edilen izolatlarinin diger {irtinlere
virulensliklerini tahmin etmek iireticilere ekim ndbeti icin hangi iiriinlerin uygun olup
olmadigini tavsiye ederken yardimci olmasi agisindan énemlidir.

Bu tez calismasinda Antalya il ve ilgelerinde asili fideden yetistirilen
patlicanlardan elde edilen V. dahliae izolatlar1 bu fungusa has markor genomik (SSMG)
ve intergenik spacer (IGS) bolgelerinin DNA dizilim ve filogenetik analizleri ile irka
has PCR analizleri yapilarak tanimlanmis ve karakterize edilmistir. Hem markor
genomik hemde IGS boélgesi analizleri V. dahliae’nin patlicanlarda Antalya ili ve
ilgelerinde 2 farkli populasyonunun oldugunu agik¢a gostermektedir.

Markor genomik bolgesi analizleri asili patlican izolatlarinin V. dahliae’nin
giiniimiize kadar belirlenmis 7 seq gurubundan ikisi olan seq2 ve se4 i¢inde yer aldigini
gostermektedir. Asili patlican izolatlarinin zeytin Seq2 ve pamuk seq4 gruplari igine
girmektedir. Markor genomik bolge filogenetik analizleri kesin olmamakla birlikte seq2
grubunun patlican izolatlarinin domates, patates, biber ve karnabar gibi sebzelerden
alinan izolatlara daha yakin oldugunu gostermistir. Yine bu analizler seq4 grubu i¢inde
yar alan izolatlar1 ise sebze ile pamuk arasinda oldugunu da isaret etmistir. Ote yandan
Intergenik spacer (IGS) bélge filogenetik analizleride patlican izolatlarinin A ve B
olmak {iizere 2 farkli grupta yogunlastigin ve A grubundakilerin ozellikle sebze
izolatlar1 B grubundakilerin ise zeytin ve pamuk izolatlar1 ile bir arada toplandigini daha
belirgin olarak gdostermektedir. Yine filogenetik analizler markor genomik grupl (seq2)
ile IGS A grubu izolatlarinin domates rik2 izolatina daha yakin oldugunu
gostermektedir. Markor genomik grup2 (seq2) ile IGS B grubunun ise domatesin 1rl ve
irk2 disinda bagka bir 1rk olabilecegini gostermektedir. V. dahliae’nin domates 1rk1’ine
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has primerlerle yapilan PCR analizleride asili patlican izolatlarinin irkl olmadigim
gostermistir.

Sonu¢ olarak gerek markér genomik gerekse intergenic spacer analizide
patojenin patlicana hem bolgede patlicanla sik sik nobetli olarak ekilen sebzelerden
hemde halihazirda yetistirilen zeytin ve geg¢miste ekilen pamuktan ge¢mis olacagini
gostermektedir. V. dahliae’nin Antalya bolgesinde zeytin, pamukla beraber domates,
patlican, marul, hiyar gibi patlican digindaki sebzelerden izolatlarinin elde edilmesi ve
asili patlican izolatlar1 ile molekiiler ve patojenisite testleri kullanarak karsilastirilmasi
bu konuya daha netlik kazandiracaktir. Yine patojenin patlican izolatlarmin 1rk2’ye
veya bagka yeni bir 1rka ait olup olmadiklarinin degisik bitkilerde yapilacak patojenisite
testleri ile belirlenmesi gerekmektedir.
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