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Ozellikle seralarda goriilen, domatese 6zellesmis yaprak kiifii hastaligi, ortiialt1 ve hidroponik
domates yetistiriciliginde verim ve kalite kayiplarina neden olabilen fungal bir hastaliktir. Bu
calismada Antalya, Mugla, Mersin, Burdur, Bartin ve Zonguldak illerinden toplam 205 Fulvia
fulva izolat1 elde edilmistir. Patojenite testleri Cf-0, Cf-2, Cf-4, Cf-5, Cf-6, Cf-9 ve Cf-4/11
dayaniklilik genlerini iceren genotipler kullanilarak 60 izolatla gerceklestirilmistir. Patojenite
testlerinin sonucunda; 2,2.4,2.5,2.9,2.11,2.4.5,2.5.9,2.4.11,2.5.11,2.9.11 ve 2.4.5.9.11 wrklan
belirlenmistir. En yaygin wrkin 2 oldugu belirlenmistir. Avr2, Avr4, Avr4E, Avr5 ve Avr9
genlerindeki mutasyonlar incelenmistir. Avr4 geninde mutasyon tespit edilmemis ve yabani tip
olarak tanimlanmistir. Avr2 geninde ¢.29T>C, ¢.429-430AG>GA ve c.431insA; Avr4E geninde
¢.577-578insG ve ¢.577-578insGG; Avr5 geninde ¢.1104G>A, Avr9 geninde ¢.567A>G ve ¢.582-
583insG mutasyonlar tespit edilmistir. Avr4E ve Avr5 genleri yabani tip olarak tanimlanan
izolatlar da bulunmaktadir. Ayrica toplam 97 Fulvia fulva izolatinin mating tipleri belirlenmistir.
43 izolatin MATI-1 mating tipi, 54 izolatin MATI-2 mating tipi oldugu tespit edilmistir. Mating
tiplerin dagilimi 1:1 oranina uyum gostermistir. Bu nedenle Tiirkiye’deki populasyonun seksiiel
olarak tiireyebilecegi diisiiniilmektedir. Avr genlerindeki mutasyonlar ve mating tiplerine
dayanarak patojenin 14 genotipi belirlenmistir. Gen ifadesi analizlerinde, en yliksek diizeydeki
ifade artiglarinin PR-2 (Solyc01g008620.4.1) ve Why2 (Solycl1g044750.2.1) genlerinde
genelikle 12. giinde, PR-5 (Solyc08g080660.1.1) geninde ise 4. giinde oldugu belirlenmistir.
Fungusun viriilens genlerinden 4Avr9’ unda 12. giinde yiiksek diizeyde ifade oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, viriilensi yiiksek olan 2.4.5.9.11 wrkina karst PR-2 (Solyc01g008620.4.1) ve
PR-5 (Solyc08g080660.1.1) genlerinin ifade seviyesinin diigilk oldugu, fungus irkina bagl
olarak dayaniklilikla iliskili genlerin ifade diizeylerinde farkliliklarin oldugu belirlenmistir.
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Leaf mold disease (Fulvia fulva), especially seen in greenhouses, is a fungal disease that can cause
yield and quality losses in greenhouse and hydroponic tomato cultivation. In this study, a total of
205 Fulvia fulva isolates were obtained from Antalya, Mugla, Mersin, Burdur, Bartin, and
Zonguldak provinces. Pathogenicity tests were carried out with 60 single spore isolates using
genotypes containing Cf-0, Cf-2, Cf-4, Cf-5, Cf-6, Cf-9, and Cf-4/11 resistance genes. As a result
of pathogenicity tests; races 2,2.4,2.5,2.9,2.11,2.4.5,2.5.9,2.4.11,2.5.11,2.9.11,and 2.4.5.9.11
were identified. The most common race was 2. In addition, mutations in the Avr2, Avr4, Avr4E,
Avr5, and Avr9 genes were examined. No mutation was detected in the Avr4 gene and it was
identified as wild-type. Mutations, ¢.29T>C, ¢.429-430AG>GA and c.431insA in the Avr2 gene;
¢.577-578insG and ¢.577-578insGG in the Avr4E gene; ¢.1104G>A in the Avr5 gene, c.567A>G
and ¢.582-583insG in the Avr9 gene have been identified. There were also isolates which Avr4E
and Avr5 genes were identified as wild-type. The mating types of a total of 97 Fulvia fulva isolates
were determined. We found that 43 isolates were MATI-1 type and 54 isolates were MATI-2 type.
The distribution of mating types conformed to the ratio of 1:1. Therefore, it is thought that the
population in Turkey can reproduce sexually. Based on mutations in Avr genes and mating types,
14 genotypes of the pathogen were determined. In gene expression analyses, the highest
expression levels were generally on the 12" day in the PR-2 (Solyc01g008620.4.1) and Why2
(Solycl1g044750.2.1) genes, and on the 4™ day in the PR-5 (Solyc08g080660.1.1) gene. It was
determined that Avr9, one of the virulence genes of the fungus, was expressed at a high level on
the 12" day. Also, it was determined that the expression levels of PR-2 (Solyc01g008620.4.1) and
PR-5 (Solyc082080660.1.1) genes were low against the race 2.4.5.9.11 with high virulence, and
there were differences in the expression levels of resistance-related genes depending on the fungus
races.
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°C Santigrat

1 litre

ml mililitre

sn saniye

dk dakika

g gram

Kisaltmalar

Avr Avirlilens geni

bp baz ¢ifti

AFLP Amplified fragment length polymorphism
cf Fulvia fulva dayaniklilik geni

Ct Cycle threshold

CTAB Cetyltrimethyl Ammonium Bromide
DNA Deoksiribo niikleik asit

EDTA Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid
FAO Food and Agriculture Organization of the United Nations
ITS Internal Transcribed Spacer

LSU Large subunit ribosomal ribonucleic acid
NCBI National Center for Biotechnology Information
ORF Ac¢ik okuma gergevesi

PCR Polymerase Chain Reaction

PDA Potato Dextrose Agar

PVP Polyvinylpyrrolidone

qPCR Quantitative Polymerase Chain Reaction
RPB2 DNA-directed RNA polymerase II subunit
SNP Tek niikleotid polimorfizmi
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1. GIRiS

Domates; biber, patates, patlican, tiitiin ve tomatillo bitkileri ile birlikte Solanaceae
familyasinda yer almaktadir. Anavatan1 Giiney Amerika’nin And Daglar1 bolgesidir.
(Costa ve Heuvelink 2005). ik olarak Meksika ve Peru’ da kiiltiire alindig ile ilgili iki
ayr1 hipotez bulunmakla birlikte, bilimsel ¢aligmalara gore ilk kez kiiltlire alindig: yerle
ilgili somut veriler bulunmamaktadir. Meksika ve Peru’ da birbirlerinden bagimsiz olarak
kiiltiire alinmis olabilecegi diisiiniilmektedir (Peralta ve Spooner 2007). Meksika’da
Chinampa adi verilen toprak parcalart tlizerinde kiiltiire alindigina dair bilgiler
bulunmaktadir. Chinampa ilk kez 13. yy' da Meksika’da Aztekler tarafindan gelistirilen
bir tarimsal {iretim seklidir. Bu iiretim sekli, gole dikilen kaziklar ve kamislarla
olusturulan dikdortgen platformlarin iizerine toprak konulmasi esasina dayanmaktadir.
Ispanyollarm Meksika’y1 kolonize etmesiyle birlikte yasam stilinde meydana gelen
degisimler tarimsal iiretim sistemlerinde de degisimlere neden olmustur (Saavedra vd.

2017).

Domates Amerika kitas1 disinda Avrupa kitasinda ise ilk kez 1544 yilinda Italya’da rapor
edilmistir. Avrupa’da, domates zehirli bir bitki olan Solanum dulcamara’ya benzetildigi
icin Oncelikle bahgelerde siis bitkisi olarak yetistirilmistir. Tiiketim amaciyla Avrupa’da
yetistiriciligi ise 17. ve 18. yy’ da baglamistir. Domates 1slah programlarinin baglamasiyla
birlikte 19. yy' in bitimi ile 20. yy baglarinda domates iiretimi ekonomik énem kazanmistir

(Peralta ve Spooner 2007).

Kiiltiire alinmasindan sonra diinyada farkli cografyalara yayilan domates, iilkemizde ve
diinyada yaygin olarak yetistirilen ve tiiketilen sebzelerdendir. Ayn1 zamanda gida
sanayisinde salca, ketcap vb iiriinler i¢cin hammadde saglamaktadir. Ekonomik éneminin
disinda bitki genetigi, fizyolojik ve patolojik c¢alismalarda model bitki olarak
kullanilmaktadir (Costa ve Heuvelink 2005).

Diinya niifusundaki artisa bagl olarak tarimsal iiriinlere olan talebin artmasi ve mevsimi
disinda yetistirilen bazi {irlinlerin yaygin olarak tiikketilmesi nedeniyle, iiretim sezonu
disinda da {riinlerin {retilebilmesini ve ihra¢ edilebilmesini saglayan ortii alti

yetistiricilik diinyada yayginlasmaktadir.



Ulkemiz Cin, Amerika ve Hindistan’dan sonra, 10.188.140 ton iiretim ile domates

iiretiminde 4. sirada yer almaktadir (FAO 2020).

Tiirkiye'de ortii alt1 yetistiriciliginde en c¢ok iiretilen ve ihra¢ edilen iirlinlerin basinda
domates gelmektedir. 2021 yili TUIK verilerine gore, 13.095.258 tonluk iiretim ile
domates toplam sebze iiretimimizin 41.2’lik kismini olusturmaktadir. Bu liretimin 4.406.
920 tonu Ortli alt1 tarim alanlarinda yetistirilmistir. Toplam ortii alt1 sebze liremimizin

%45’ini domates olusturmaktadir.

Domates iiretimimizin biiyiik bir kismi1 Antalya ilinde gerceklestirilmektedir. Antalya
ilinde 176.452 dekar alanda 2.709.727 ton, Mugla ilinde 34.867 dekar alanda 562.694
ton, Mersin ilinde 29.924 dekar alanda 430.120 ton, Burdur ilinde 10.842 dekar alanda
180.627 ton domates iiretilmistir (TUIK 2021).

Bat1 Karadeniz Bolgesinde tarim alani en fazla il olan Bartin’da (Anonim 2) ortii alti
sebze lretiminde yaygin olarak domates yetistirilmektedir (Anonim 1). Bartin ilinde
tiretilen sebzeler genellikle il i¢indeki tiiketimi karsilamaya yoneliktir (Anonim 1, 2).
2021 TUIK verilerine gore Bartin ilinde &rtii alt1 yetistiriciliginde 628 dekar alanda 6.683
ton domates yetistirilmistir. Bu tiretimin biiyiik bir kism1 Bartin ilinin merkez ilgesinde
gerceklestirilmistir. Merkez ilgesi disinda Amasra, Kurucasile ve Ulus ilgelerindeki
domates {iiretimi toplam domates iiretiminin %10’ unu olusturmaktadir. Bartin ilindeki
seralarin ylizey alani bakimindan %86°s1 yiiksek tlinelden olugsmaktadir. Seralarin daha
cok yiiksek tiinel olmasi, havalandirmanin yetersiz olmasi, bitkilerin sik ekilmesi

hastaliklarin neden oldugu iiriin kayiplarini arttirmaktadir.

2021 TUIK verilerine gére Zonguldak ilinde ortii alt1 yetistiriciliginde 254 dekar alanda
2.578 ton domates yetistirilmistir. Zonguldak ilinde ortii alti domates iiretiminin biiylik
bir kism1 Gokgebey ve Caycuma ilgelerinde yapilmaktadir. Zonguldak ilindeki seralarin

yiizey alan1 bakimindan %61°1 yiiksek tiinelden olugmaktadir.

Ortii alt1 domates yetistiriciliginde Fulvia fulva 5nemli verim ve kalite kayiplarina neden
olabilmektedir (Novak ve Milic¢evi¢ 2010). Kiiltiir domatesi (Lycopersicon esculentum)

ve yabani domateslerin ana vatan1 Giiney Amerika oldugu i¢in Fulvia fulva'nin da



orijininin Giliney Amerika oldugu varsayilmaktadir (De Wit vd. 2009). Gilinlimiizde
hastalik diinyada domates yetistirilen hemen her yerde goriilmektedir. Hastaligin
domatesteki Cf dayaniklilik genlerini kirarak yeni irklar olusturdugu rapor edilmistir
(Lindhout vd. 1989, Satou vd. 2005, Kubota vd. 2015, Iida vd. 2015, Li vd. 2015).
Ulkemizde sinirli alanda yapilan ¢alismada patojenin 2.5 1rk1 tantmlanmistir (Altin 2016).
Patojenin Avr genlerinde meydana gelen mutasyonlarin irk olusumu ile iliskili olabilecegi
rapor edilmistir (lida vd. 2015). Patojenin Avr genlerinde ¢ok sayida mutasyon rapor
edilmistir (Stergiopoulos vd. 2007a, Bernal Cabrera 2009, Iida vd. 2015, Yoshida vd.
2020, Novak vd. 2021, Lucentini vd. 2021, Sudermann vd. 2022). Ulkemizdeki F. fulva
populasyonlarinin  Avr genlerindeki mutasyonlarin tespitine yonelik calisma

bulunmamaktadir.

Bitki patojenlerinin iireme sekli, patojen populasyonlarinin evrimi ve epidemiyolojisi
iizerindeki 6nemli etkileri nedeniyle hastalik yonetimi i¢in kritik 6neme sahiptir (Vaghefi
vd. 2017). Mating tip lokuslar1 patojenlerin iireme seklini tahmin etmek ig¢in
kullanilmaktadir. Heterotallik funguslarda uyumlu iki mating tip ayn1 anda ve ayni
cografik bolgede oldugunda eseyli lireme ger¢eklesmektedir (Zhan vd. 2002). Eseyli
tireme i¢in, fizyolojik olarak farkli bu iki haploid ¢ekirdegin birlesmesi gerekmektedir
(Poggeler 2011). Her iki MAT idiomorfunun varligi bir tiirde eseyli iiremeyi kanitlamak
icin yeterli olmasa da, bir populasyondaki MAT idiomorflarmin esit siklig1 eseyli
iiremenin bir gostergesi olabilmektedir (Vaghefi vd. 2015). Ulkemizde F. fulva'nin

mating tip dagilim1 bilinmemektedir.

Bitkilerdeki dayaniklilik enfeksiyon bdlgesi yakinlarinda kalloz, fitoaleksin ve savunma
ile iligkili diger proteinlerin birikmesi ve hipersensitif reaksiyonun olusmasi ile iligkilidir
F. fulva ile enfekte olan domateste apoplastik boslukta patojenin elisitorleri
bulunmaktadir. Bitkinin salgiladigi savunma ile iligkili proteinlerde apoplastik boslukta

birikmektedir (Wubben vd. 1994).

PR proteinleri patojen saldiris1 durumunda uyarilan bitki savunma proteinlerinin bir
siifidir (Van Kan vd. 1992). PR proteinleri ayn1 zamanda antimikrobiyal peptit (AMPs)

olarak bilinmektedir. Genellikle 50 aminoasitten daha kii¢iik olan bu peptitler potansiyel



alternatif biyokontrol ajanlar1 olarak kabul edilmektedir (Phazang vd. 2020). Giinlimiizde
19 PR familyasi tanimlanmistir (Arora vd. 2020).

PR proteinlerinin patojenlere karsi savunma tepkilerinin olusturulmasinda farkli rolleri
bulunmaktadir. Kitinaz (PR-3) ve $-1,3 glukanaz (PR-2) gruplarinda bulunan hidrolitik
enzimlerin fungal patojenlere karsi rolii cogu fungusun hiicre duvarindaki ana yapisal
elementler olan kitin ve B-glukani degrede etmektir (Wubben vd. 1993). PR proteinlerinin
ifadesinden sorumlu olan genler c¢esitli patojenlere kars1i dayanikli bitkilerin
gelistirilmesinde 6nemlidir. Farkli PR proteinlerinin kombine bir sekilde uygulanmasinin
farkli funguslara karsi antifungal aktivitede artisa neden olacagi ifade edilmektedir
(Wubben vd. 1994). PR proteinleri hastalik dayaniklilig1 disinda, tohum ¢imlenmesi ve
cevresel strese adaptasyonda hayati fonksiyona sahiptir (Sinha vd. 2014).

Domateste salisilik asit sinyal yolunun aktivasyonu i¢in molekiiler markor olarak
kullanilan PR genleri bulunmaktadir (Uehara vd. 2010). Ozellikle biyotrofik yaprak
patojenlerinde sistemik kazanilmis dayaniklilik (SAR) i¢in SA sinyal yolunun aktif hale
gelmesi gerekmektedir. R geni aracili dayaniklilik hipersensitif reaksiyon disinda SA

sinyal yolunun aktivasyonu ile de iligkilidir (Glazebrook 2005).

PR genleri disinda, transkripsiyon faktor iligkili NPR1 proteini de SAR i¢in gereklidir
(Desveaux vd. 2004). NPR1 (nonexpresser of PR genes) geni igeren transgenik domatesin
viral, bakteriyel ve fungal hastaliklara kars1 ¢oklu dayanikliligin gelismesinde roliiniin
oldugu rapor edilmistir (Lin vd. 2004). Salisilik asit aracili dayaniklilik i¢in gerekli olan
Whirly proteinleri ise baslica kloroplast, mitokondri ve ¢ekirdekte bulunan bitkiye
spesifik bir proteindir (Hu ve Shu 2021). Biyotik ve abiyotik streslere cevapta kritik bir
rol oynamaktadirlar (Zhao vd. 2018). Whyl’in hem uyumlu hem de uyumsuz
interaksiyonlara kars1 optimum savunma tepkileri i¢in gerekli oldugu belirtilmektedir
(Desveaux vd. 2004). Why2’nin mitokondriyal ya da sitoplazmik formunun dogrudan ya
da diger proteinler araciligiyla dolayli olarak yaslanma ve hiicre olimiiyle iliskili az

sayida genin ifadesini aktive edebilecegi belirtilmektedir (Krause vd. 2009).

Domates F. fulva uyumlu-uyumsuz interaksiyonunda ifade olan PR genleri ve

proteinlerini belirlemeye yonelik calismalar bulunmakla birlikte bu calismalarda



genellikle Northern-blot, Western Blot gibi teknikler kullanilmistir (De Wit ve Flach
1979, De Wit ve Bakker 1980, Joosten ve De Wit 1989, Wubben vd. 1993). Giinlimiizde
domates genom projelerinden elde edilen sonuglar 151¢1nda her bir PR familyas1 icerisinde
cok sayida soly genlerinin varligi bilinmektedir. Domates F. fulva interaksiyonunda

Whirly geninin ifade profilini belirlemeye yonelik ise ¢aligma bulunmamaktadir.

Domates iilkemizde ortii alti yetistiriciliginde en fazla {retilen ve ihra¢ edilen
trtinlerdendir. F. fulva patojeni ortii alt1 domates yetistiriciliginde 6nemli zarara neden
olabilen patojenlerdendir. Bu ¢alisma ile F. fulva’nin iilkemizdeki irklarinin, mating
tiplerinin belirlenmesi, Avr genlerindeki polimorfizmin belirlenmesi ve farkli F. fulva
irklar1 ve farkli dayaniklilik genlerine sahip domates genotipleri arasindaki
interaksiyonda dayanmiklilik ile iliskili bazi genlerin ifade profillerinin belirlenmesi

amaglanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI
2.1 Fulvia fulva’nin Tanimlanmasi

Patojen ilk kez 1883 yilinda Cladosporium fulvum ismi ile tanimlanmistir (Cooke 1883).
Fulvia fulva (Cooke) Cif. tiir ismi 1954 yilinda (Ciferri 1954), Mycovellosiella fulva
(Cooke) Arx. tiir ismi 1983 yilinda kullanilmistir (Arx 1983).

Crous ve Braun (2003) tarafindan yapilan ¢calismada Mycovellosiella, Phaeoramularia,
Fulvia cinsleri, Passalora cinsi igerisine alinmistir. Yine ayni arastiricilarin yer aldigi
diger ¢alismada LSU, ITS and RPB2 gen bolgeleri kullanilarak gerceklestirilen filogenetik
analizlerde baz1 fungus tiirlerinin isimlerinde degisiklikler yapilmistir. Yaprak kiifii
etmeni Passalora cinsinden ¢ikarilarak tekrar Fulvia cinsi igerisine alinmistir. Passalora
ayr1 bir cins ismi olarak kullanilmaya devam etmektedir. Giiniimiizde patojenin Fulvia
fulva isminin kullanilmasi 6nerilmektedir (Videira vd. 2017). Cladosporium fulvum ismi
basionym olarak, Passalora fulva ve Mycovellosiella fulva isimleri sinonim olarak kabul

edilmektedir.

Patojen Ascomycota subesi, Pezizomycotina alt subesi, Dothideomycetes snifi,

Mycosphaerellaceae familyasinda yer almaktadir (Hongsanan vd. 2020).

2.2 Fulvia fulva’min Biyolojisi

Domatese 6zellesmis yaprak kiifii hastaligi, ortiialtt ve hidroponik (topraksiz) domates
yetistiriciliginde verim ve kalite kayiplarima neden olabilen en Onemli fungal

hastaliklardan biridir (Novak ve Mili¢evi¢ 2010).

Bilinen tek konukg¢usu domatestir. Yaprak patojeni olmasina ragmen nadiren meyve ve
cicek enfeksiyonlarina neden olabilmektedir (Babadoost 2011a). Patojen bitkiyi yaprak
altindaki stomalardan giris yaparak enfekte etmekte (Okmen ve De Wit 2013a) ve sadece
apoplastta kolonize olmaktadir (De Wit 1977; 2016). Penetrasyon genellikle
inokulasyondan sonraki T{g¢ilincii ya da dordiinci giinde meydana gelmektedir.
Inokulasyondan sonra on - on iki giinde stomadan konidioforlar ¢ikmakta ve konidiler

olusmaktadir. Hif cogunlukla apresoryum olusturmadan dogrudan ya da yan dal



olusturarak penetrasyon yapmaktadir (De Wit 1977). Hastalik genellikle alt yapraklarda
baslamakta ve list kisimlara dogru ilerlemektedir. Hastaligin tipik belirtisi yapragin iist
yiizeyinde ilk 6nce soluk yesil daha sonra kenarlar1 belirsiz sar1 lekelerin, lekelerin alt
yiizeyinde ise koyu zeytin yesili ve kadifemsi fungal Ortlinlin olusmasidir (Babadoost
2011b). Etmenin konidioforlar: iizerinde solgun zeytini yesil renkteki 0-3 hiicreli oval
konidileri olusmaktadir (Rollan vd. 2013). Su ve hava akimiyla yayilan konidiler
sekonder enfeksiyonlara neden olabilmektedir (Thomma vd. 2005, De Wit vd. 2009).
Enfekteli yapraklar sarims1 kahverengi hale gelir, kivrilir, solar ve dokiiliir (Babadoost
2011a). Solgunluk ve dokiilme alt yapraklardan baslayip iist kisma dogru ilerlemektedir
(Babadoost 2011a, b).

Hastalik kontrol edilmezse yapraklarin biiyilk kismi 6lebilmekte ve onemli verim

kayiplarina neden olabilmektedir (Babadoost 2010, 2011b).

Yaprak kiifti hastalig1 genellikle nem oraninin yiiksek oldugu seralarda goriilen fungal bir
hastaliktir. Bu etmen %85 nispi nemin altinda gelisemezken, 22-24°C hastaligin
gelisebilecegi optimum sicakliktir (Csizinszky vd. 2005, Babadoost 2011b). Hastalik
nispi nemin en yiiksek oldugu sonbahar, kis baslangic1 ve ilkbahar siiresince seralarda
goriilmektedir (Babadoost 2011b). Tarimsal materyal iizerinde kislayan konidiler ertesi

yil ana inokulum kaynagini olusturmaktadir (Watanabe vd. 2017a).

2.3 Bitki Patojen Interaksiyonu

Bitki patojenleri konukcularinda hastalik olusturmaya katki saglayan efektor olarak

adlandirilan molekiiller salgilamaktadirlar (Bolton vd. 2008).

Fulvia fulva kolonizasyon siiresince apoplastta smirli oldugu i¢in, konukgusu ile
arasindaki biitlin iletisim ve molekiiler bilesenlerin degisimi apoplastik boslukta meydana
gelmektedir (Bolton vd. 2008). Enfeksiyon siiresince F. fulva ekstraseliiler SSP (Small
secreted protein=kiiciik salgi proteini) efektorleri yaprak apoplastinin kolonizasyonunu
ilerletmek icin fonksiyon gostermektedir. Hastaliga dayaniklilik reseptor benzeri

proteinler (RLPs=Receptor Like Proteins)’i kodlayan Cf reseptor genleri tarafindan



yuritiilmektedir. RLPs hipersensitif reaksiyonu baslatmak i¢in spesifik SSP efektorlerini
tanimaktadir (Mesarich vd. 2018).

Patojen enfeksiyon siiresince viriilens faktorii olarak hareket eden efektor proteinlerini
apoplast i¢ine salgilamaktadir (Stergiopoulos vd. 2010). Avr disinda, Ecpl, Ecp2, Ecp6,
Ecp20-2 efektorleri, Cftom1, Nrfl, Aox ve hidrofobin proteinlerinin de viriilenste etkili
oldugu tespit edilmistir (Laugé vd. 1997, Segers vd. 2001, Pérez-Garcia vd. 2001,
Thomma vd. 2006, Bolton vd. 2008, Okmen vd. 2013b, Karimi vd. 2022). F. fulva
efektorlerinin bir kismi 1rka spesifik (Avr2, Avr4, Avr4E, Avr 5 ve Avr9) iken digerleri
biitiin F. fulva enfeksiyonlarn siiresince tiretilen ekstraseliiler proteinlerdir (Ecpl, Ecp2,

Ecp4, EcpS5, Ecp6 ve Ecp7).

Bir viriilens faktorii dayanikli bir bitki tarafindan tanimmasi durumunda, fungusta
aviriilenslige neden olmaktadir. Bu durumda viriilens faktorii aviriilens faktorii (Avr)
olarak adlandirilmaktadir. Ecp efektorleri de konukgu bitki tarafindan taninabildikleri i¢in
bunlar da aviriilens faktorii olabilmektedir. Bu efektdrler bitki ile uyumlu ya da uyumsuz

etkilesime neden olmaktadir (Xue vd. 2017).

Bitkiyi penetre ettikten sonra salgilanan ekstraseliiler proteinler de Cf dayaniklilik genleri
tarafindan taninmaktadir. Ornegin Ecp2’nin tanmnmasi ve hipersensitif reaksiyonu
baslatmasina yabani tip domates (Solanum pimpinellifolium) orijinli olan Cf-Ecp2 geni

aracilik etmektedir (Stergiopoulos vd. 2010).

Cf - Avr etkilesiminde, Cf dayaniklilik geni Avr genlerini tanidig1 zaman hipersensitif
reaksiyon olusmakta ve fungus gelisimi engellenmektedir (Sekil 2.1). R proteinlerinin
Avr proteinlerini tanimasinda, dogrudan bir fiziksel etkilesimden ziyade iiciincii bir
bilesen sayesinde dolayl olarak gerceklestigine dair calismalar daha baskindir. Ornegin;
Rer3 (Sistein proteaz) Avr2’nin Cf-2 tarafindan taninmasi i¢in gerekli olan bir bitki
proteinidir (Luderer vd. 2002). Avr2-Rcr3 kompleksi Cf-2 aracili hipersensitif reaksiyonu
tetiklemektedir (Van't Klooster vd. 2011).
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Sekil 2. 1 Gen i¢in gen hipotezinin genetik ve biyokimyasal modeli (De Wit 2016)

Cf ve Avr genleri eslesemezse patojen konukcu tarafindan tanimmamadigi i¢in, fungus
bitkiyi enfekte edebilmektedir. Patojenin Avr genlerinde meydana gelen mutasyonlar
bitki tarafindan taninmasini1 engelleyebilmektedir. Bu durumda patojen konukc¢usunu

enfekte edebilmektedir.

Avr ve Ecp efektorleri fungusun viriilensinde 6nemli bir rol oynamakta olup (Thomma
vd. 2005) dayanikli bitkilerde hipersensitif reaksiyonu uyarmasina ragmen ana
fonksiyonlar1 hassas bitkilerin enfeksiyonunu kolaylastirmaktir (De Wit vd. 2009).
Ancak, fungusun Avr genlerinde DNA modifikasyonlart meydana geldigi zaman
aviriilenslikten viriilense gecis meydana gelmektedir (Stergiopoulos vd. 2007b). Bunun
sonucunda Cf dayaniklilik gen/genlerini iceren ¢esitler de patojen tarafindan enfekte

edilebilmektedir.

2.3.1 Efektorlerin taninma modelleri

Gen icin gen hipotezi birgok R-Avr gen ciftinin karakterizasyonu ile giinlimiizde kesin
olarak desteklense de, altta yatan taninma mekanizmasi uzun siiredir tartisma konusu

olmustur. Bu taninma mekanizmalarini agiklamak i¢in ¢esitli modeller onerilmistir.

Bitki bagisiklig1 genellikle patojen efektorlerinin 16since zengin tekrar reseptorleri (NLR)

tarafindan spesifik olarak taninmasiyla tetiklenmektedir. Patojenin yoklugunda NLR



proteinleri inaktif durumda iken Avr tanindiktan sonra aktif hale gelirler ve hastaliga

dayaniklilik sinyallerini uyarirlar (Cesari vd. 2014).

Ligand-reseptér modelinde Avr gen friinleri R gen {irlinleri tarafindan dogrudan
taninmaktadir (Sekil 2.2). Ancak R-Avr kombinasyonlarinin bazilar1 fiziksel etkilesim
gostermedigi i¢in taninmanin dolayli oldugu disiiniilmektedir. Patojen tarafindan
salgilanan proteinler olan efektorlerin konukguda spesifik hedefleri bulunmaktadir. Cok
sayida efektoriin tek bir R proteini tarafindan dolayl1 olarak tanindig1 mekanizma koruma
(guard model) modeli olarak tanimlanmistir (Van Der Hoorn and Kamoun 2008). Bu

modelde R proteini efektoriin konukgu hedef proteinindeki degisimleri belirlemektedir.

Koruma modeli giiclii bir sekilde efektor hedeflerinin korunmasina dayanmaktadir. Bu
yilizden, koruma modelinde efektor proteinlerinin viriilens islevi konuk¢u hedeflerindeki
modifikasyonlara dayanmaktadir. Konukgudaki dogal secilim efektorler tarafindan daha
az tanman ya da taninmayan konuk¢u hedeflerinin gelismesini saglayacaktir

(Stergiopoulos ve De Wit 2009).

Yapisal olarak akraba efektorlerin sadece sinirli bir setinin tanindigi reseptor-ligand
modelinin aksine, bu modelde tek bir R proteini tarafindan korunan ayni konuk¢u hedefi
ile etkilesime giren ¢ok sayida akraba olmayan efektdr taninmaktadir (Stergiopoulos ve

De Wit 2009).

Avr2-Cf-2 ve Avr9-Cf-9 interaksiyonunun koruma modeline uygun olabilecegi

belirtilmektedir (Rooney vd. 2005, Stergiopoulos ve De Wit 2009).

Dolayli olarak taninan efektorler hakkinda elde edilen yeni veriler orijinal koruma modeli
tanimu ile tutarsizlik gostermistir (Van Der Hoorn ve Kamoun 2008). Bu nedenle tuzak
(Decoy model) modeli onerilmistir. Bu modelde ise bitkilerin efektor hedeflerini taklit
eden tuzak molekiiller gelistirebilecegi belirtilmektedir. Bu tiir tuzaklar efektor
proteinlerini yakalar ve onlar1 gergek viriilens hedeflerinden uzaklastirir (Stergiopoulos

ve De Wit 2009).
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Glinlimiizde ¢ogu patojen efektoriiniin konukg¢uda birden fazla hedefinin bulundugu
bilinmektedir. R genleri de genellikle dogal bitki populasyonlarinda polimorfiktir. Tuzak
modelinin bitkiler tarafindan taninma ve efektor aktiviteleri hakkindaki son bulgular ile
tutarli oldugu belirtilmektedir (Van Der Hoorn ve Kamoun 2008). Tuzak modeli heniiz
deneysel olarak ispatlanmamustir (Stergiopoulos ve De Wit 2009).

NLR proteinleri dogrudan fiziksel etkilesimle veya dolayli olarak Avr efektorlerinin
taninmasina aracilik etmektedir. Dolayli taninma durumunda, NLR Avr proteini
tarafindan uyarilan diger bitki proteinindeki degisiklere yanit vermektedir. Bu bitki
proteini ya efektoriin operasyonel hedefi olabilir -bu durumda NLR tarafindan korundugu
icin koruyucu olarak adlandirilmaktadir- ya da tuzak olarak adlandirildigi durumda
operasyonel hedefin bir taklidi olabilir. Entegre tuzak modeli patojen efektorleri
tarafindan hedeflenen proteinlerin oldugu tuzak modelinin bir uzantisidir. Entegre tuzak
modelinin dogrudan ve dolayli tanima modelleri arasinda kalan bir model olarak kabul
edilebilecegi ifade edilmektedir. Diger modellerden farkli olarak entegre tuzak modelinde

efektdriin taninmasinda iki adet NLR reseptorii gereklidir (Cesari vd. 2014) (Sekil 2.2).

ON state

_ ATP
it cetbor % :' —
| = LT

Koruma-
Tuzak
modelleri

Entegre
tuzak
modeli

Weﬁector W—-

= — * ADP @ Guardee @ Effector
-CC/TIR mmm NB-ARC Wi LRR S ATP IZJ Integrated decoy

ADP

Sekil 2.2 Efektorlerin taninma modelleri (Chiang ve Coaker 2015)
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Cf-4/Cf-9

Cysteine
proteases

Sekil 2.3 Avr4, Avr9 ve Avr2’nin Cf-4, Cf-9 ve Cf-2 aracili taninmasi (Stergiopoulos ve
De Wit 2009)

Kisaltmalar: Avr2; Aviriilens proteini 2, Avr4; Aviriilens proteini 4, Avr9; Aviriilens proteini 9, CITRX;
Cf-9-etkilesimli tiyoredoksin, HABS; yiiksek afinite gdsteren baglanma bolgeleri, Hsp60; 1s1 soku proteini
90, Rer3; Fulvia fulva direnci igin gerekli sistein proteaz 3, VAP27; Vesicle ile iliskili protein, ACIK1;
Avr9/Cf-9 ile uyarilan kinaz

Avr2 sistein proteaz inhibitdriidiir (Okmen vd. 2013b). Avr2, dncelikle Rcr3’e baglanir.
Rer3'iin Avr2'yi uzaklastiran tuzak molekiil olabilecegi onerilmektedir (Van Der Hoorn
ve Kamoun 2008; Shabab vd. 2008). Cf-2'ye Rer3 araciligiyla baglandiktan sonra, Cf-2
aracili savunma sinyalini tetikleyen domatesteki sistein proteaz Rer3 dahil olmak iizere
birgok sistein proteazini inhibe etmektedir. Boylece viriilens i¢in gerekli olan fungal
proteinlerin parcalanmasini 6nlemektedir. Avr2’nin tam taninma mekanizmasi heniiz

bilinmemektedir (Stergiopoulos ve De Wit 2009, Van't Klooster vd. 2011).

Avr4 Cf-4 tarafindan dogrudan ya da dolayli olarak taninan kitin baglayici bir efektordiir
(Stergiopoulos ve De Wit 2009). Avr4, bitki kitinazlarinin hidrolizine kars1 fungustaki
kitini korumaktadir. Avr4 domates enfeksiyonu siiresince F. fulva’nin hiicre duvarina
baglanmaktadir. Bitki savunmasina kars1 fungusu korumak i¢in karsi savunma saglayan

viriilens faktorii oldugu onerilmektedir (Van Den Burg vd. 2006).
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Avr9, hiicre zarinda yer alan HABS araciligiyla Cf-9 tarafindan biiyiik olasilikla dolayl
olarak taninan bir sistin diigiimlii efektordiir. VAP27, Hsp90, ACIK1 ve CITRX, Cf-4 ve
Cf-9’un savunma sinyalini etkilemektedir (Stergiopoulos ve De Wit 2009) (Sekil 2.3).

Avr9 aviriilens geni Cf-9 dayaniklilik geni tasiyan domateslerde hipersensitif reaksiyona

neden olan 1rka spesifik bir peptit elisitor kodlamaktadir (Van Den Ackerveken vd. 1994).

Avr9 geni ilk kez 1991 yilinda klonlanmistir (Van Kan vd. 1991). F. fulva’da Avr9
proteininin biyolojik islevi tanimlanamamistir (De Wit 2016). Avr9 geninin ifadesinin
Nrfl (Nitrojen cevap faktorii 1)’e bagli oldugu tespit edilmistir (Pérez-Garcia vd. 2001).
Avr9 geni in vitro’da optimum kosullar altinda ifade olmazken, enfekteli domateste
yliksek derecede ifade olmaktadir. /n vitro ortamdaki azotun azaltilmasi durumunda 4vr9

geninin uyarildig1 ispatlanmistir (Van Den Ackerveken vd. 1994).

2.3.2 Bitki patojen interaksiyonunda sRNA’lar

Bitkilerde R genlerinin kodladig1 NLR proteinleri, zararlilara ve patojenlere karsi koruma
saglayan bagisiklik sisteminin ana bilesenleridir (Canto-Pastor vd. 2019). Bitki NLR’leri
NB ve LRR domainlerinden olusmaktadir (Halter ve Navarro 2015). sSRNA’lar 6zellikle
NB-LRR genlerinin savunma tepkilerine katki saglayabilmektedir (Hou ve Ma 2020). Bu
RNA’larin patojen genlerinin sessizlestirilmesi yoluyla hastaliga dayanikli bitkilerin
gelistirilmesinde kullanilabilecegi diistiniilmektedir (Hou ve Ma 2020). Bitki sSRNA’lar1
hedef gen/genleri sessizlestirmek icin patojen hiicresine girmek zorundadir (Hou ve Ma
2020). Ayni bitki sSRNA's1 farkli patojenlerde farkli roller gésterebilmektedir (Huang vd.
2016).

Alemler aras1 RNAI bitki patojen interaksiyonlarinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir (Zhu vd. 2022). Biyoaktif molekiiller araciligiyla etkilesen
mikroorganizmalar arasindaki bu iletisim dogada yaygindir ve cesitli biyolojik siireclerde
anahtar roller oynamaktadir (Zhu vd. 2022). sRNA’lar alic1 hiicrelerdeki alemler arasi
RNA interferans1 (RNA1) tetiklemek icin konukgu bitkiler ve patojenler arasinda hareket

edebilir, bitki savunmasini ve patojenin viriilensini etkileyebilir (Zhu vd. 2022). Hareketli
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sRNA’lar  biyolojik  olarak  aktiftir ~ve alict  organizmadaki  hedefleri
sessizlestirebilmektedirler (Zhu vd. 2022).

Fungal patojenler bitkilerdeki dayaniklilik genlerini sessizlestirmek ve enfeksiyonu
ilerletmek i¢in viriilent SRNA efektorlerini konukc¢u bitki hiicresine aktarmaktadir
(Weiberg vd. 2013, Werner vd. 2021). Biyotrofik/hemibiyotrofik patojenlerde 6zellesmis
bir enfeksiyon yapist olan haustoriumlarin sRNA’larin bitki hiicresine transferini
sagladig1 belirtilmektedir (Wang vd. 2017) (Sekil 2.4). Haustorium olusturmayan
nekrotrofik patojenlerde sRNA transferinde ise farkli interaksiyon dinamiklerinin

olabilecegi diistiniilmektedir (Hou ve Ma 2020).

Gen sessizlestirmesinin etkinligi sSRNA’larin miktarina baglidir. sSRNA’larin miktarinin
hedef gen ifadesi lizerinde dnemli bir etki yapacak diizeyde olmasi gerekmektedir (Hou

ve Ma 2020).

Botrytis cinerea, Fusarium graminearum ve Verticillium dahliae patojenlerinin konukcu
savunmasini baskilamak i¢in bazi1 viriilent sRNA efektorlerini konukcu hiicresine
aktarabildikleri ve enfeksiyonu gerceklestirdikleri rapor edilmistir. Alemler arasindaki bu
RNAT1’ler dogal olarak meydana gelmektedir (Weiberg vd. 2013, Werner vd. 2021, Zhu
vd. 2022).

Plant cytoplasm

MvB

Buddin; \ \ \\ \

vesicle \ .
~\ -~ |
~
Golgi

Sekil 2.4 Bitki patojen arasindaki SRNA transferini gosteren bir model (Hou ve Ma 2020)
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2.4 Irk Belirleme Calismalar: ve Fulvia fulva’ da Rapor Edilen Mutasyonlar

Irk belirleme ¢alismalarinda farkli arastiricilar farklt domates setleri kullanmiglardir
(Lindhout vd. 1989, Satou vd. 2005, Rollan vd. 2013, Li vd. 2015). Hastaligin irklarinin
belirlenmesine yonelik yapilan ilk ¢alismalarda Cf-1 ve Cf-3 dayamiklilik genleri de
kullanilmistir (De Wit vd. 1977). Cin’de yapilan ¢aligmalarda Cf-1 ve Cf-3 dayaniklilik
genlerini igceren genotiplere gore de irklar tanimlanmistir. Ancak Cf-1 ve Cf-3 tipik bir
gene karst gen etkilesimine sahip olmadigl i¢in daha sonra yapilan ¢alismalarda bu
dayaniklilik genleri kullanilmamistir (Li vd. 2015). Giiniimiizde patojenin irklarinin
belirlenmesinde Cf-2, Cf-4, Cf-5, Cf-6, Cf-9, Cf (4/11) dayaniklilik genlerini iceren 1rk

ayiricit domates genotipleri kullanilmaktadir.

Lindhout vd. (1989) tarafindan, Hollanda, Fransa ve Polonya orijinli izolatlarin irklarini
belirlemek i¢in yapilan ¢alismada, daha 6nce 2.4, 2.4.5 ve 2.4.5.9 irki olarak belirlenen
Hollanda izolatlarinin Cf-17 dayaniklilik genini kirdigini tespit etmislerdir. Bu nedenle
bu irklar1 2.4.11, 2.4.5.11 ve 2.4.5.9.11 olarak tanimlamislardir. Polanya izolatlarinin Cf-
2, Cf-4, Cf-8, Cf-9 ve Cf-11 dayaniklilik genlerini kirdig1 belirlenmistir. Cf-4 genine sahip
genotipler lizerinde gelisen biitlin irklar Cf-8 tasiyan genotipler tizerinde de gelisebildigi
icin Cf-4 ve Cf-8 genleri arasinda ayrim yapmanin imkansiz oldugu belirtilmistir. Bu

nedenle Polonya izolatlar1 4.11, 2.4.11 ve 2.4.9.11 olarak tanimlanmistir.

Stergiopoulos vd. (2007a), yaptiklar1 calismada Avr2’de gozlenen allelik varyasyona
dayanarak patojenin 14 farkli haplotipini (Haplotip A-M) tanimlamislardir. Cogu haplotip
sadece tek bir polimorfizm ile yabani tip Avr2 allelinden ayrilmistir. Haplotiplerin
cogunda diger haplotiplerle benzer polimorfizm tespit edilmemistir. Ancak tanimlanan
iki haplotipte (Haplotip M ve N) benzer polimorfizmin genetik rekombinasyon ya da
tekrar eden mutasyonlardan kaynaklandigi 6nerilmistir. A4vr4 geninde Cf-4 genini tagiyan
bitkide aviriilenslikten viriilenslige gecise neden olan 9 DNA polimorfizmi
tanimlanmistir. En yaygin irk 4 haplotipi (Haplotip H) Avrupa streynlerinde tespit
edilmistir. Avr4E’de gbzlenen polimorfizme dayanarak 3 haplotip tanimlanmistir. Yabani
tip Avr4E aleline sahip olan haplotiplerin en baskin oldugu (44 izolat), takiben Avr4E’de
mutasyonlarin oldugu haplotiplerin oldugu (23 izolat), en az sayida ise (14 izolat) Avr4E

geni olmayan haplotiplerin oldugu rapor edilmistir. . fulva nin Avr9 geninde tanimlanan
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3 SNP’nin 5 Japon streyninde de ayni oldugu gozlenirken, Avr9 geni olmayanlarin baslica

Avrupa streynleri (7) oldugu rapor edilmistir.

Enya vd. (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada, Japonya’da patojenin 4.9 ve 4.9.11 wrklar

rapor edilmigtir.

Rollan vd. (2013), Arjantin’de yapilan c¢alismada patojenin 0 ve 2 1rklarim

tanimlanmiglardir.

Li vd. (2015), Cin’de patojenin 2.5 ve 2.4.5 wrklarini ilk kez rapor etmislerdir. Ayrica
caligmalarinda daha once 2005 yilinda rapor edilmis olan 2.4.9 wkim1 Cin’in farklh

illerinde ilk kez tespit edildigini belirtmislerdir.

lida vd. (2015), tarafindan yapilan ¢alismada Japonya’daki F. fulva irklarinin Avr2, Avr4,
Avr4E, Avr5 ve Avr9 genlerinde ¢ok sayida mutasyon rapor edilmistir. 4vr2 geninde
transpozon insersiyonlar1, Avr4 ve Avr4E genlerinde nokta mutasyonlar, Avr4E, Avr5 ve
Avr9 genlerinde delesyonlar tanimlanmstir. 2, 2.4, 2.9, 2.5.9 ve 2.4.11 wklarinin Avr2
geninde Cf-2 dayanikliliginin kirilmas: ile iliskili 5 farkli mutasyon belirlenmistir
(c.1A>G, c.50insT, ¢.52A>C, c.242G>T, c. (64 69) insA, ¢.56delCAGCAGCCAA).
Japonya populasyonunda farkli irklarin 4vr2 geninde yabani tip tespit edilmemistir. 4,
2.4,49,459,4.11,2.4.11 ve 4.9.11 wrklarinin Avr4 geninde de dayanikliligin kirilmasi
ile iliskili 5 farklt mutasyon belirlenmistir (c.-57G>A, c.191G>T, c.191G>C, c. 191G>A,
c.318delG). ¢.318delG  mutasyonu Avr4 proteininde c¢ergeve degisimine
(p.ser107ValfsX4) neden olmustur. Avr4E geninde 2 mutasyon (c.244T>C, c.278T>C)
belirlenmistir. Ayrica Cf-4E dayanikliligini kirabilen 22 izolatin Avr4E geninin olmadigi
belirlenmistir. Avr4E geni sekansi yabani tipte olan izolat tespit edilememistir. Cf-5
dayanikliligini kirabilen 6 izolattan 4.5.9 irkinda ¢.268G>C mutasyonu belirlenmis, diger
2.5.9 ve 4.5.9 wklarimin Avr5 geninin olmadig: tespit edilmis olup, geriye kalan 127
izolattaki farkli irklarin Avr5 geninin yabani tipte oldugu rapor edilmistir. Avr9 geninde
Cf-9 dayanikliligini kirabilen 9, 2.9, 2.5.9, 4.9, 4.5.9 ve 4.9.11 wrklarindaki 36 izolatin
Avr9 geninin olmadigi bildirilmistir. Cf~9 genini kiramayan 25 izolatta da c¢.23T>C
mutasyonu belirlenmistir. 4Avr2 ve Avr4 genlerinde tespit edilen cerceve degisimi

mutasyonlarinin hipersensitif reaksiyon uyarma aktivitesinin kaybolmasina neden oldugu

16



rapor edilmistir. Mating tipler ve Avr genlerindeki mutasyonlara dayanarak patojenin 41

genotipi tanimlanmaistir.

Altin (2016) tarafindan, iilkemizde Mugla ili Fethiye ve Ortaca il¢elerinden elde edilen

izolatlarla gergeklestirilen ¢aligmada biitiin izolatlar 1rk 2.5 olarak tanimlanmastir.

Yoshida vd. (2020) tarafindan, Japonya’da patojenin 2.4.9 irki ilk kez rapor edilmistir.
Calismada ayn1 zamanda 2.9 irki tespit edilmistir. 6 izolatin 4vr5 geninin yabani tipte
oldugu, Avr2’> de transpozon insersiyonu ve Avr9 geninin olmadig bildirilmistir. 2.4.9
irkindaki 4 izolatin Avr4E geninin olmadig1 ve Avr4 geninde daha 6nce sadece Japonya
izolatlarinda rapor edilmis olan ¢.191G>C mutasyonu belirlenmistir. 2.9 rkindaki iki

izolatin Avr4 ve Avr4E genlerinin ORF’sinde modifikasyonun olmadig1 bildirilmistir.

Novak vd. (2021) tarafindan Hirvatistan’da yapilan ¢alismada, Cf-0, Cf-2, Cf-4, Cf-5 ve
Cf-9 ayirict genotipleri kullanilarak 17 izolatla gerceklestirilen ¢alismada 11 izolat 1tk 2,
2 izolat irk 5, 1 izolat irk 2.5 ve 3 izolat irk 0 olarak tanimlanmuistir. 5 tane irk 2 izolatinin
Avr2 geninin sekans analizlerinde 117-119 bp’ deki adenin insersiyonu tirozin (Y)’den

valin (V)’e aminoasit degisimine neden olmustur.

Lucentini vd. (2021) tarafindan yapilan calismada, Avr2 bolgesinde transversiyondan
dolay1 tek niikleotit mutasyonu (26A>C), Avr4 bolgesinde 80G>A, 63delC, 493G>A,
Avr4E bolgesinde biitiin izolatlarda 364C>T ve 398C>T mutasyonlari1 ve bu mutasyonlar
nedeniyle aminoasit degisimleri (F82L ve M93T), Avr9 bolgesinde kodlanmayan sekans
kisimlarinda daha 6nce Arjantin izolatlarinda rapor edilmemis olan polimorfizmin oldugu
bildirilmistir. Ayrica Avr9 geninde transversiyondan dolayr 18G>T ve 225A>T
mutasyonlarmin oldugu, ¢ogu mutasyonun exon-2 dizisi icerisinde yer aldigi ifade
edilmistir.  497G>C, 516T>C, 503-504insT, 516-517insG ve 534-535insA
mutasyonlarmin ise stop kodondan sonra meydana geldikleri i¢in aminoasit degisimine
neden olmadig belirlenmistir. Niikleotit ¢esitliligi analizine gore en fazla degisimin Avr2

bolgesinde oldugu tespit edilmistir.

Bernal-Cabrera vd. (2021) tarafindan Kiiba’da yapilan ¢alismada biitlin izolatlarin Cf-0
ve Cf-9 genlerini tastyan bitkileri enfekte ederken Cf-2, Cf-4 ve Cf-5 genlerini tagiyan
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bitkileri enfekte edemedigi belirlenmistir. Biitiin izolatlar irk 9 olarak tanimlanmistir.
Bernal Cabrera (2009) tez calismasinda ise 2, 4 ve 2.4 wrklarint rapor etmistir. Avr2
geninde herhangi bir mutasyon belirlenemezken, Avr4 geninde ise yiiksek oranda

mutasyonun oldugu belirtilmistir.

Sudermann vd. (2022) tarafindan Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan ¢alismada, 50
izolattan 6 tanesi 1tk 0, 44 tanesi 1rk 2 olarak tanimlanmistir. Avr2 boélgesinde ¢.2T>C,
c.46delG, c.64delA, c.121 122delTA, c.209insA, g. 348 349delAG ve c.37°den
baslayan genis delesyon, Avr4 bolgesinde g.128G>A, Avr4E bolgesinde c.244T>C ve
c.278T>C, Avr9 bolgesinde ¢.23T>C mutasyonlar1 rapor edilmistir.

2.5 Mating Tip Calismalar:

Stergiopoulos vd. (2007b) tarafindan farkli iilkelerden toplam 86 izolatla gergeklestirilen
mating tip analizinde, izolatlarinin sadece tek bir MAT geni igerdigi belirlenmistir. 50 adet
Avrupa izolatindan 32 tanesi MATI-1-1, 18 tanesi MAT 1-2-1; 15 Amerika izolatinin 6
tanesi MAT1-1-1, 9 tanesi MATI-2-1; 12 Japonya izolatinin 10 tanesi MAT1-1-1, 2 tanesi
MATI-2-1; 4 Tirkiye izolatinin 2 tanesi MATI-1-1, 2 tanesi MATI-2-1; 2 Sovyetler
birligi izolat1 MAT1-2-1;2 Yeni Zelanda izolatinin 1 tanesi MAT1-1-1, 1 tanesi MAT1-2-
I; 1 Afrika izolatt MATI-2-1 olarak tanimlanmistir. Genel olarak MATI1-1-1 mating
tipinin daha siklikla bulundugu rapor edilmistir. Izolat sayis1 cogu iilkede az oldugu igin
tiim izolatlara ve sadece Avrupa izolatlarina x> testi uygulanmustir. Iki mating tip arasinda
1:1 oranindan 6nemli derecede sapma oldugu icin patojenin epidemiyolojisinde aseksiiel

iiremenin baskin oldugu ifade edilmistir.

lida vd. (2015) tarafindan Japonya’da yapilan ¢alismada, patojenin her iki mating tipi de
belirlemis olup MATI-2 mating tipinin %73 oraninda daha yaygin oldugu rapor

edilmistir.

Sudermann vd. (2022) tarafindan Amerika Birlesik Devletleri’'nde 50 izolatla
gerceklestirilen c¢alismada, izolatlardan 15 tanesi (%30) MATI-1-1, 35 tanesi (%70)

MATI-2-1 olarak tanimlanmigtir. Calismada kullanilan izolat sayisinin diisiik oldugu,
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daha genis izolat sayisinin patojenin mating tip dagilimi ve iireme stratejisinin daha iyi

anlasilmasini saglayacagi belirtilmistir.

2.6 Gen Ifadesi ile ilgili Cahsmalar

De Wit ve Flach (1979) tarafindan yapilan ¢alismada, F. fulva’ ya kars1 Cf-4 ya da Cf-5
dayaniklilik genini tasiyan bitkiler itk 4 ve 5 ile inokule edilmistir. Uyumsuz
kombinasyonlarda (Cf-4+1rk5, Cf-5+irk4) uyumlu kombinasyonlara (Cf-4+irk4, Cf-
5+irkS) gore iki fitoaleksin birikiminin alt epidermis ve tiim yaprakta daha hizli oldugu
rapor edilmistir. Uyumsuz kombinasyonlarda stoma penetrasyonundan hemen sonra 3 ila

5. giinlerde hif gelisiminin engellendigi bildirilmistir.

De Wit ve Bakker (1980) tarafindan yapilan ¢alismada, F. fulva’nin itk 4 ve irk 5’1 1le Cf-
4 ve Cf-5 yakin izogenik hatlar1 inokule edilmistir. Poliakrilamid jel elektroforezinde
uyumsuz interaksiyonda (Cf-4+irkS5;Cf-5+1rk4) uyumlu interaksiyona (Cf-4+irkd, Cf-
S5+irk5) gore konukgu orijinli protein birikiminin daha hizli oldugu rapor edilmistir. Bu
proteinin inokule edilmeyen bitkilerde olmadig1 ya da ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
bulundugu bildirilmistir. Protein birikmesinin uyumsuz interaksiyonda hipersensitif
reaksiyonla iliskili oldugu ancak F. fulva’nin hif gelisimini engellemedigi bildirilmistir.
Ayrica uyumsuz interaksiyonda uyumlu interaksiyonla karsilastirildiginda peroksidaz

izoenzimlerinde dnemli artisin oldugu ifade edilmistir.

De Wit vd. (1986) tarafindan yapilan hiicreler arasi sivinin diisiik PH altindaki
elektroforezinde, domates ve F. fulva arasindaki uyumsuz interaksiyonda uyumlu
interaksiyondan 2-4 giin 6nce hiicreler arasi sivida 2, 3, 4, 5, 6 proteinlerinin biriktigi
bildirilmistir. Bu proteinlerden ii¢liniin muhtemelen P14 oldugu bildirilmistir. Uyumlu
interaksiyonda ise bu bes proteinin haricinde muhtemelen fungal olan 1 ve 7
proteinlerinin biriktigi bildirilmistir. Protein 7’ nin aviriilens geni A9’un bitkide nekroz
olusumunu uyaran bir peptit oldugu belirtilmistir. Cf2Cf4Cf9/1rk2459 uyumlu
interaksiyonunda ise sadece protein 1’in biriktigi rapor edilmistir. Yiiksek PH altindaki
elektroforezde ise uyumlu interaksiyonda en az dort proteinin (I, III, IV ve V) biriktigi
bunlarin fungal orijinli olabilecegi bildirilmistir. SDS-PAGE analizinde uyumlu ve

uyumsuz interaksiyonda elde edilen protein profillerinde niteliksel farkliligin olmadig:
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ancak uyumsuz interaksiyonda W, X, Y ve P14 proteinlerinin uyumlu interaksiyondan
daha once biriktigi bildirilmigtir. Western Blot analizinde ise uyumlu ve uyumsuz

interaksiyonda protein profillerinde farkliligin olmadigi rapor edilmistir.

De Wit ve Van Der Meer (1986) tarafindan, 20 farkli (sekiz uyumsuz 12 uyumlu
interaksiyon) irk-yakin izogenik hat interaksiyonu testinde hiicreler arasi sividaki P14
proteininin  birikimi  degerlendirilmistir.  Uyumsuz  interaksiyonda  uyumlu
interaksiyondan 4-6 giin once P14 proteininin biriktigi belirtilmistir. Uyumlu
interaksiyonda da biyotrofiden nekrotrofiye gegiste P14 birikiminin meydana geldigi
ifade edilmistir. Etefon, akrilik asit ve HgCl> uygulamasinin lokal P14 birikimine neden
oldugu rapor edilmistir. Ancak bu birikiminin F. fulva’nin neden oldugu birikimden daha

diisiik seviyelerde ve daha yavas oldugu belirtilmistir.

Joosten ve De Wit (1989) tarafindan yapilan ¢alismada, 4 ve 5 wrklar ile Cf~4 ve Cf-5
dayaniklilik genini tasiyan bitkiler inokule edilmistir. Inokulasyondan sonra 4, 6, 8, 10,
12 ve 14. giinlerde yapraklardan apoplastik sivi elde edilmistir. Cf4/irkS uyumsuz
interaksiyonunda inokulasyondan sonraki 6. giinde glukanaz ve kitinaz aktivitesi gosteren
iki PR proteininin maksimum diizeye ulastigi, 14. giine kadar da kismen sabit kaldig1
bildirilmistir. P14’lin birikmesinin ise 8. giinde maksimum diizeye ulastig1 daha sonra
azaldigi belirtilmistir. Cf5/1rk5 uyumlu interaksiyonunda ise inokulasyondan sonraki 14.
giine kadar kitinaz, B-1,3 glukanaz ve birkag diger proteinin siirekli arttig1 bildirilmistir.
Apoplastik sivida kitinaz ve B-1,3 glukanaz proteinlerinin uyumsuz interaksiyonda
uyumlu interaksiyondan daha hizli arttig1 rapor edilmistir. Penetrasyon bolgesindeki bu

birikmenin bitkinin savunmasinda 6nemli bir rol oynayabilecegi belirtilmistir.

Van Kan vd. (1991) tarafindan yapilan ¢aligmada, Avr9 geninin ifade zaman1 northern
blot analizi ile belirlenmistir. Uyumlu interaksiyonda Cf5/1rkS, uyumsuz interaksiyonda
Cf4/1rk5 kombinasyonu kullanilmistir. Uyumlu interaksiyonda 6. giinde Avr9 tespit
edilebilirken 8. giinde ise ifadesinin arttigi belirlenmistir. Avr9 mRNA’sinin diisiik
miktarda in vitro’da gelisen fungusta da belirlenebilecegi ifade edilmistir. Uyumsuz
interaksiyonda ise penetrasyondan hemen sonra fungal gelisim tamamen engellendigi i¢in
fungal mRNA’nin ¢ok diisiik miktarda elde edildigi rapor edilmistir. Avr9 geninin
southern blot analizinde ise F. fulva’nin 7 irki kullamilmigtir. Avr9 geni 2, 4, 5,2.4,2.4.5
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irklarinda tek kopya belirlenirken, Cf-9 genotipinde viriilent olan 2.5.9 ve 2.4.9.11

irklarinda belirlenemedigi rapor edilmistir.

Van Kan vd. (1992) tarafindan yapilan ¢alismada, Cf-4 ve Cf-5 yakin izogenik hatlar1 F.
fulva’nin 4 ve 5 wklart ile inokule edilmistir. 4, 6, 8, 10, 12 ve 14. giinlerde PR
proteinlerindeki degisim arastirilmistir. Northern blot analizlerine gore ekstraseliiler P4
(PR-1 a), P6 (PR-1 b) ve B-1,3 glukanaz (PR-2) proteinlerinin uyumlu ve uyumsuz
interaksiyonda benzer diizeyde biriktigi, uyumsuz interaksiyonda ifadenin maksimum
diizeye erigmesinin daha hizli oldugu bildirilmistir. Intraseliiler -1,3 glukanaz ise her iki
interaksiyonda da inokulasyondan sonra 4. giinde yiiksek diizeye ulasmistir. Uyumsuz
interaksiyonda fungal penetrasyon bdlgesini ¢evreleyen smirli sayidaki hiicrenin, PR
proteinlerin hizli uyarilmasini saglayabilecegi ifade edilmistir. Uyumlu interaksiyonda
patojen domates hiicrelerini penetre etmeksizin interseliiler boslukta gelistigi icin,
intraseliiler PR proteinlerinin ifadesi F. fulva’ ya zarar vermemektedir. Intraseliiler
proteinlerin sadece hiicre 6liimii ya da bitki hiicre sizintis1 nedeniyle fungusla temas

edecegi ifade edilmistir.

Wubben vd. (1993) tarafindan yapilan calismada, F. fulva enfeksiyonu nedeniyle
domatesin PR proteini iiretmeye basladig1 rapor edilmistir. 1,3-B-glucanase, chitinase ve
PR-Ib PR proteinlerinin F. fulva ile inokule edilmis yapraklarin alt epidermisinde stoma
yakinlarinda biriktigi belirlenmistir. 5 wki ile Cf-5 ve Cf-4 bitkileri kullanilarak
gergeklestirilen calismada uyumlu ve uyumsuz interaksiyon durumunda PR
proteinlerinin birikiminde farkliligin olmadigi belirtilmistir. Stoma yakinlarinda PR
proteinlerinin birikmesinin patojenlere karsi bitkilerin genel savunma cevaplarinin bir
parcast olabilecegi ifade edilmistir. 1,3-B-glucanase ve chitinase aktivitesinin ¢ogu
durumda uyumsuz interaksiyonda inokulasyondan sonraki 12. giinde en yiiksek diizeye
ulastig1, Western Blot analizinde ise uyumlu interaksiyonda 12. giinde PR proteinlerinin

en yiiksek konsantrasyona ulastigi rapor edilmistir.

Wubben vd. (1994) tarafindan yapilan g¢alismada, F. fulva enfeksiyonu nedeniyle
domateste PR-1 a (6nceden P4 olarak bilinmekte idi), PR-1 b (6nceleri P6, P14 olarak
bilinmekte idi), PR-2 a (6nceleri P3 olarak bilinmekte idi), PR-2 b (6nceleri P5 olarak
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bilinmekte idi), PR-3 a, PR-3b, PR-3 ¢, PR-3 d, PR-4 (6nceleri P2 olarak bilinmekte idi),

PR-5 proteinlerinin uyarildigi rapor edilmistir.

Pérez-Garcia vd. (2001) tarafindan yapilan calismada, domateste viriilenslikte ve 4vr9
geninin ifadesinin diizenlenmesinde Nrfl (Nitrojen cevap faktérii 1)’in rolii
tanimlanmistir. Hassas domateste Nrfl’i eksik olan mutant streynlerin, 4vr9 geninin
ifadesinin azalmasina ragmen, F. fulva’nin yabani tip streynleri kadar viriilent oldugu
belirlenmistir. Ayrica Nrfl’i eksik olan mutant streynlerin Cf~9 domatesinde hala
avirlilent oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak Nrfl proteininin Avr9 geninin ana

diizenleyicisi oldugu onerilmistir.

Mesarich vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada, Avr5 geninin 1rk5 F. fulva ile enfekte
edilen Cf-0 bitkisinde (uyumlu interaksiyonda) 4, 8, 12 ve 16. giindeki ifade diizeyi qPCR

ile analiz edilmistir. 4, 8, 12 ve 16. giinde gen ifadesinde artigin oldugu belirlenmistir.

Zhao vd. (2018) tarafindan Whirly familyasinin bir {liyesi olan SIWhy2 Solanum
lycopersicum’dan izole edilmistir. Transgenik tiitiin kullanilarak SIWhy2’nin rolii
arastiritlmistir. SIWhy2’nin biyotik ve abiyotik strese karsi pozitif diizenleyici olarak

hareket ettigi onerilmistir.

Jiang vd. (2022) tarafindan gergeklestirilen calismada, Cf-13 aracili dayaniklilik
mekanizmasint arastirmak amaciyla yapilan ¢alismada, F. fulva ile inokulasyondan
sonraki 0, 9 ve 15. giinlerde hassas bitki Moneymaker ve Cf-13 dayaniklilik genini tagiyan
Ont7813 bitkilerinden transkriptom sekanslama yapilmistir. Toplam 943 genin farkli bir
sekilde ifade oldugu belirlenmistir. F. fulva enfeksiyonunun erken asamasinda Ont7813
bitkisinde jasmonik asit ve salisilik asit i¢eriginde 6nemli artisin oldugu belirlenmistir. 0-
9. giinler arasinda Ont7813 bitkisinde farkli sekilde ifade olan genin daha fazla oldugu,
her iki bitkide de yiiksek diizeyde ifade olan genlerin diisiik diizeyde ifade olan genlerden
iki kat fazla oldugu ifade edilmistir. 9 ve 15. glinler arasinda ise yiiksek diizeyde ifade
olan genlerin sayisi énemli Olgiide azalmistir. Bu giinlerde her iki bitkide de diisiik
diizeyde ifade olan genlerin sayisinda ¢ok az degisim oldugu ifade edilmistir. F. fulva’nin
tim enfeksiyonu siiresince ifade olan genler degerlendirildiginde hassas bitki

Moneymaker’da diisiik diizeyde ifade olan genlerin sayisinin yiiksek diizeyde ifade olan
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genlerden nispeten daha fazla oldugu, Ont7813 bitkisinde ise yiiksek diizeyde ifade olan
genlerin diislik diizeyde ifade olan genlerden ¢ok daha fazla oldugu belirtilmistir. Cf-13
(Ont7813) dayamiklilik genini igeren bitkilerin F. fulva’ya karsi etkili dayaniklilik
gosterdigi icin dayamiklilik kaynagi olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir. U¢ KEGG
yolaginda dayamiklilikla ilgili iki PR-1 geni (Soly092006005.1 ve Solyc09g007010.1)
bulunmustur. Farkli yolaklarin F. fulva’ya kars1 Cf-13 aracili dayaniklilikta kombine etki

gosterdigi belirtilmistir.

Karimi vd. (2022) tarafindan yapilan ¢alismada, Ecp20-2 geninin F. fulva ile enfekteli
hassas Cf-0 domatesinde 9, 12, 14 ve 16. giinde ifadesinin arttig1, 16. giinde en yiiksek
seviyeye ulastig1 belirlenmistir. Sentetik ortamdaki gelisim siiresinde ise ifadesinin diistik
oldugu belirlenmistir. Ecp20-2 geni delesyonu olan mutant streyinde viriilenslik
diizeyinde azalma ve viriilenslik testinde enfekteli bitkide fungal biokiitlede azalmanin
oldugu belirlenmistir. Ayrica bu genin domates apoplastinda salgilanan ve biriken bir
proteini kodladigi tespit edilmistir. Bu nedenle apoplastik kolonizasyonda ve viriilenslikte

onemli bir rol oynadigi ifade edilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Survey Calismalari

Bartin ve Zonguldak illerinde 7-8/2019, Antalya, Mersin, Burdur ve Mugla illerinde 10-
12/2019 tarihleri arasinda yiiriitiillen survey calismalarinda F. fulva ile enfekteli bitki
ornekleri elde edilmistir. Survey ¢alismalarinin gerceklestirildigi illerin konumu sekil

3.1°deki haritada verilmistir.
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Sekil 3.1 Survey calismalarinin gerceklestirildigi iller

Sera tiirlerine gore bu tez calismasinda survey ¢alismalarinin gergeklestirildigi illerdeki
ortii alt1 alanlarinda iiretilen domates miktarlar ¢izelge 3.1°de, survey calismalarinin
gerceklestirildigi il-ilgelerden elde edilen izolat sayilari, illerde incelenen sera sayilari

cizelge 3.2°de, izolatlarin illere gore yiizde dagilimi sekil 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.1 2021 yil1 illere gore ortii alt1 domates liretim verileri

Sera Tiirti Antalya Mugla Mersin Burdur Bartin | Zonguldak
Algak Tiinel 413 - - - 774 -

Cam Sera 562.861 85.466 2.410 429 - -

Plastik Sera 2.128.193 477.158 427.430 180.198 12 1.020
Yiiksek Tiinel 18.260 70 280 - 5.897 1.558
Toplam (ton) 2.709.727 562.694 430.120 180.627 6.683 2.578

24



Cizelge 3.2 il ve ilgelere gore izolat sayilari, incelenen toplam sera sayilari

] Tige Iigelere gore | illere gore toplam | Illere gore
toplam izolat | izolat sayilar incelenen
sayilari sera

sayilari

Bartin Merkez 61 61 60

Zonguldak Caycuma 20 48 48

Gokeebey 28
Antalya Serik 8 68 135
Aksu 37
Kepez 16
Finike 0
Manavgat 7
Burdur Golhisar 10 10 6
Mersin Akdeniz 5 9 26
Tarsus 4
Erdemli -
Mugla Fethiye 6 6 34
Ortaca -
Seydikemer -
Toplam 202 202 309
m Bartin = Zonguldak = Antalya = Burdur = Mersin = Mugla

Sekil 3.2 izolatlarin illere gore yiizde dagilimi
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3.2 Fulvia fulva izolatlarimn Elde Edilmesi ve Saklanmasi

Domates tiretiminin yogun olarak yapildigi basta kiy1 kesimlerimiz olmak {izere Antalya,
Mersin, Mugla, Burdur, Bartin ve Zonguldak illerindeki seralardan enfekteli domates
yapraklar1 toplanmistir. Survey calismalarinda farkli siralardaki bitkilerden hastalikli
bitki yapraklar1 toplanarak kese kagitlarina yerlestirilmistir. Laboratuvara getirilen
yaprak orneklerinden her seradan 3 yaprak ornegi segilerek yaprak altindaki fungal
ortiiden steril igne ile alinmis ve PDA ortamina yayilmistir. Bu ortamlardan stereo
mikroskop altinda tek spor alinarak PDA ortamina aktarilmistir. Gelisen koloniden steril
igne ile almarak egik agara aktarilmistir. Izolatlar egik agarlarda +4°C’de, %10’luk

gliserol igerisinde eppendorf tiiplerde -20 °C’ de saklanmistir.

3.3 Izolatlarin Teshisi

Konidi, konidiofor sekilleri, konidi dlgiileri ve koloni gelisim hizi izolatlarin morfolojik
olarak teshis edilmesini saglamistir. Morfolojik teshis Holiday ve Mulder (1976)’ya gore
yapilmistir (Sekil 3.3). 40x biiylitme faktoriindeki 151k mikroskobu (Leica DM1000)
altinda 20 adet konidinin en boy 6l¢iimii yapilmigtir. 0-3 hiicreli konidilerin ortalamasi

7.1-19.9 pm, max-min en boy konidi biiytikliikleri 5-10 x 10-31.3 um olarak 6l¢iilmiistiir.

Molekiiler teshiste ITS bolgesi kullanilmugtir.

Sekil 3.3 Fulvia fulva’nin konidioforlar1 ve zincir seklinde olusan konidileri (a), Fulvia
fulva’nin konidileri (40x) (b)
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3.4 Fulvia fulva’min Irk Ayirici Domates Genotiplerinin Temini ve Tohumlarinin
Cogaltilmasi

Calismada kullanilacak 1rk ayirict domates genotipleri Cek Cumbhuriyeti Gen

Bankasindan temin edilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 Fulvia fulva 1tk ayiric1 genotipleri ve erisim numaralari

Erisim numaralar1 | Genotip ad: Icerdigi dayanmkhihk gen/genleri
09H6400326 Moneymaker Cf-0

09H6501853 Vetomold Cf-2

09H6501855 Purdue 135 Cf-4

09H6501861 ONT 7717 Cf-5

09H6501860 ONT 7818 Cf-6

09H6501857 ONT 7719 Cr-9

09H6501864 ONT 7716 Cf-4, Cf-11

%1°lik NaCIO ¢ozeltisinde 1 dk bekletilerek ylizey sterilizasyonu yapilan tohumlar nemli
hiicreye alinmistir. Nemli hiicrede ¢imlendirilen domates tohumlari plastik bardaklar
icerisinde 3-4 yaprakli asamaya gelinceye kadar yetistirilmistir. Daha sonra biiyiik
saksilara aktarilmistir (Sekil 3.4). Sera kosullarinda domates c¢igekleri agmadan once
yabanci tozlagsmay1 engellemek i¢in melezleme kagitlar ile kapatilmistir. Tozlasma

gergeklesip ¢igcek ta¢ yapraklari kuruyunca melezleme kagitlar ¢ikarilmastir.
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Sekil 3.4 Calismada kullanilmak iizere tohumlar1 ¢ogaltilan domates genotipleri a-b:
Vetomold (Cf-2), c-d: Purdue 135 (Cf-4), e: ONT 7717 (Cf-5), f-g: ONT 7818 (Cf-6), h-
1: ONT 7719 (Cf-9), i-j: ONT 7716 (Cf-4/11)

Kizaran domatesler etiketlenerek laboratuvara getirilmistir. Domates tohumlarinin

cevresi ¢imlenmeyi engelleyen pulpa tabakasi ile kaplidir. Pulpa tabaka uzaklagtirilarak
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kurutulan domates tohumlarinin ¢gimlenme oranlarinin arttig1 belirtilmektedir. Ticari veya
ticari olmayan domates tohumu elde edilmesinde pulpa tabakasinin uzaklastirilmasinda
en fazla fermentasyon yontemi kullanilmaktadir. Fermentasyon yonteminde, en fazla 3
giin (tercihen 2 giin) domates tohumlar1 karanlik bir ortamda fermente edilmektedir. Bu
yontem sayesinde pulpa tabakasi uzaklastirilarak temiz tohumlar elde edilmektedir.
Ayrica bu yontem zayif ve giliclii tohumlarin ayirt edilebilmesini, tohumlarin bazi

patojenlerden ari hale getirilmesini saglamaktadir (Karavina vd. 2009).

Laboratuvara getirilen domateslerin tohumlari, iizerine hangi genotip domatesin oldugu
yazilan beherler igerisine alinarak iizeri tiilbent ile kapatilmis ve karanlik bir ortamda 2-
3 giin fermente edilmistir. Fermente edilen tohumlar ¢esme suyu ile yikandiktan sonra

kagit tabaklar igerisine alinarak kurutulmustur (Sekil 3.5). Kuruyan tohumlar iizerine

tarih ve genotip ismi yazilmis olan melezleme kagitlari icerisinde +4°C saklanmustir.

Sekil 3.5 Fermente edilmis domates tohumlar1 (a), fermentasyondan sonra yikanarak
pulpa tabakasi uzaklastirilmis domates tohumlar1 (b), kagit tabaklarda
kurumaya birakilan tohumlar (c)

3.5 Irk Ayirici Genotipleriyle Patojenisite Denemeleri

Patojenite denemeleri i¢in 1rk ayirict Cf domates genotipleri iklim odasinda yetistirilmistir

(Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 iklim odasinda yetistirilen 1rk ayiric1 genotipler

Cf-0, Cf-2, Cf-4, Cf-5, Cf-6, Cf-9, Cf-4/11 ayirict genotipleri ile patojenite denemeleri
gerceklestirilmisgtir. 2 haftalik kiiltiirlerden hazirlanan 1x10° yogunluktaki spor
slispansiyonu 4-5 yaprakli bitkilerin yapraklariin alt ve {ist yiizeyine pliskiirtiilmiistiir. 3
tekerriirlii olarak inokiile edilen bitkiler 6nceden nemlendirilmis olan 30 It hacimdeki
plastik kutulara yerlestirilmistir ya da seffaf poset ile kapatilmistir. Kutular 25-28 °C
sicaklik araliginda sera kosullarinda tutulmustur (Sekil 3.7). 20 giin sonra patojenite testi
sonuclar1 degerlendirilmistir. Yaprak iistiinde sararma ve yaprak altinda fungal ortii
gbzlenen bitkiler pozitif olarak degerlendirilmistir (Enya vd. 2009). illere gore

patojenisite denemelerinde kullanilan izolat sayilar ¢izelge 3.4’te verilmistir.

Sekil 3.7 Serada inkubasyona birakilan bitkiler
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Cizelge 3.4 llere gore denemede kullanilan Fulvia fulva izolat sayilart

il izolat sayis1
Bartin 17
Zonguldak 14

Burdur 2

Antalya 21

Mersin 4

Mugla 2

Toplam izolat sayist 60

3.6 DNA izolasyonu

CTAB yontemine gore (Lefort vd. 1998) 102 izolatin DNA’s1 izole edilmistir. Bu
yontemde kullanilan DNA ekstraksiyon ¢ozeltisi 50 mM Edta (pH 8.0), 50 mM Tris (pH
8.0), 0.4 M LiCl, %1 Ctab, %0.5 Tween 20, %2 Pvp kimyasallarini icermektedir.

DNA konsantrasyonu Nanodrop (Thermo ND-1000) ile dl¢iilmiistiir. Ayrica %1.5’luk
agaroz jel elektroforezi ile DNA’larin kalitesi belirlenmistir. Bant elde edilemeyen ya da

silik bantlarin goriildiigii DNA’larin izolasyonu tekrarlanmistir.

DNA izolasyonu metodunun agamalar1 asagida verilmistir.

1. PDA ortaminda 10-15 giin gelistirilen izolatlar DNA izolasyonunda kullanilmistir.
PDA ortaminda agar parcgasi igermeyecek sekilde steril bistiiri ile alinan fungal dokular 2

ml lik eppendorf tiip icerisine alinmistir.

2. Eppendorf tiip icerisine 1 ml DNA ekstraksiyon soliisyonu eklenmistir. Uzerine 10 ul

2-Merkaptoetanol eklenmistir.

3. Tiipler 65 °C sicakliktaki su banyosunda 10 dk arada sirada ¢alkalanarak bekletilmistir,

ardindan oda sicakliginda sogutulmustur.

4. Her tiipiin tizerine 0.7 ml klorofom/izoamil alkol (24:1) eklenerek 20-25 defa alt iist

edilerek karistirtlmistir.
5. Ardindan tiipler 30 dk boyunca buz (+4 °C) iizerinde bekletilmistir.

6. 10 dk boyunca 1400 rpm’de santrifiij edilmistir.
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7. Elde edilen siipernatant veya iist s1v1 (0.7 ml) yeni bir tiipe aktarilmistir.

8. Uzerine 0.8 ml isopropanol eklenmis ve 15-20 dk buz iizerinde veya gece boyu -20 °C’
de bekletilmistir.

9. Ardindan 6rnekler 3 dk 14000 rpm’de santrifiij edilmistir ve iistte kalan siv1 atilmistir.
10. Altta kalan kati (pellet) lizerine 1 ml %70’lik etanol eklenmistir ve 2 dk 14000 rpm’de

santrifiij edilmistir.

11. Etanol uzaklastirilarak elde edilen pelletler kurutulmustur ve 50 ml niikleaz icermeyen
(nuclease free) HoO’da ¢ozlilmiistiir (Gece boyu +4 °C’de tutularak DNA’nin ¢oziilmesi

saglanmuistir).

12. 100 pl DNA i¢in 3 pl RNase eklenerek +37 °C’de 20 dk bekletilmistir.

3.7 Tiir teshisi ve Avr Genlerindeki Polimorfizmin Belirlenmesi

Fulvia fulva’nin tiir teshisinde /7S bolgesi kullanilmigtir. BA7/1 izolatinin sekans dizisi
F. fulva’ya filogenetik olarak yakin olan tiirlerin sekans dizileri (Cizelge 3.5) kullanilarak
MEGA?7 programinda filogenetik aga¢ olusturulmustur.

Cizelge 3.5 Filogenetik aga¢ ¢izimde kullanilan izolatlarin NCBI Gen Bankasindaki
erisim numaralari

Sirano | Tiir NCBI erisim numaralari
1 Fulvia fulva MF951316
2 Fulvia fulva MF951317
3 Pleopassalora perplexa AY752163
4 Passalora bacilligera MF951356
5 Stenella araguata EU019250
6 Pseudocercospora catappae MF951366
7 Mycovellosiella cajani KF251315
8 Phaeoramularia capsicicola KJ633263
9 Cladosporium ramotenellum MF951281
10 Cladosporium oxysporum AJ300332
11 Phaeoacremonium viticola MH862747

Bu calismada kullanilan primerlerin baz dizileri Tm sicakliklari ve {iriin uzunluklari

cizelge 3.6’de verilmistir. Calisma kapsaminda kullanilan her bir gen bdlgesi igin
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optimize edilen sicakliklar kullanilarak PCR calismalar1 gergeklestirilmistir (Cizelge
3.7). PCR’dan sonra 100 V akimda %1.2’lik agaroz jelde yaklasik 50 dk kosturulan PCR

tirtinleri UV cihazinda goriintiilendikten sonra sekansa gonderilmistir.

Cizelge 3.6 Calismada kullanilan primerlerin baz dizileri

Primer Ad1 Primer Dizisi Tm Uriin Uzunlugu
(bp)

ITS5-F GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 57 530

ITS4-R TCCTCCGCTTATTGATATGC 55

Avr2-F GCGGACAAATCATCAGCATA 55 477

Avr2-R AGGCAGATCTGGGTACAAGC 59

Avr4-F ACGCAGGTCCAAAATAGCTC 57 684

Avr4-R TCGCAGTTATTTCACCTTGCT 56

Avr4E-F CCGCAGCGAAGTAAATTTTG 55 577

Avr4E-R GTCAGTCCAGTCCGGAACC 61

Avr5-F CGTTACAGCAGTCCGAAAGC 59 1452

Avr5-R TCGTCCCTACCCGGTTCTTA 59

Avr9(S) F AATACAACCTTGAAACAGCTAGG 57 712

Avr9(S) R GGACTCTACGGGGCTTGG 61

MATI-1PIF | CTTCACCACACCCAAAC 53 1385

MATI-1P4R | TGTTCGGTGTCGTGATG 53

MATI1-2 P1IF | CTGCCAGTTCTGCTTTG 53 1341

MATI1-2 P4R | TCCACGTCGAAGTAGAG 53

Cizelge 3.7 Avr genlerinin amplifikasyonunda kullanilan uygun tm sicakliklar1 ve PCR

kosullar1
Gen bolgeleri
95°C12dk | Avr2 Avrd Avr5 Avr9
Avr4dE

35 dongii 95 °C30sn

55°C 30 sn 56 °C 30 sn 59 °C 30 sn 57 °C 30 sn

72 °C 40 sn
72 °C 10 dk
10°C

Avr genleri ¢ift yonlii olarak sekanslanmistir. Forward ve reverse sekanslarindan
consensus sekanslart olusturulmustur. Elde edilen her bir genin sekanslar ¢izelge 3.8’de
verilen referans dizileri ile MEGAX programinda hizalanarak mutasyonlar belirlenmistir.

Mutasyonlarin kodlar1 (Dunnen ve Antonarakis 2000)’ e gore olusturulmustur.
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Cizelge 3.8 Mutasyonlarin belirlenmesinde kullanilan referans diziler

Gen NCBI accession no Referanslar

Avr2 AJ421628.1 Luderer vd. 2002

Avrd Y08356.1 Joosten vd. 1997

Avr4dE | AY546101 Westerink vd. 2004

Avrs KJ452245.1 Mesarich vd. 2014

Avr9 X60284.1 Van Den Ackerveken vd. 1992

Daha oOnce yapilan calismalardaki sekans dizileri ve rapor edilen mutasyonlar
incelendiginde, her arastiricinin kendi sekans dizisine gore baslangic noktas1 belirledigi
belirlenmistir. Arastiricilarin - farkli  baslangic noktalarini  kullanmalari nedeniyle
yayinlarda belirli bir biitiinliigiin olmadig1 goriilmektedir. Patojenin Avr5 sekansi diger
arastiricilar tarafindan NCBI gen bankasina yiliklenmedigi i¢in Avr5 genindeki
mutasyonlara kod verilirken kendi baslangi¢ noktamiz kullanilmistir. Avr2, Avr4E ve
Avr9 genlerdeki mutasyonlara kod verilirken Lucentini vd. (2021)’nin rapor ettigi

mutasyonlara gore baslangic noktasi belirlenmistir.

Diger arastiricilarin rapor ettigi mutasyonlarin Tiirkiye’deki izolatlarda olup olmadigi
belirlemek i¢in NCBI Gen Bankasinda bulunan Avr sekanslari ile dizi karsilastirmalart
yapilmistir. Ayrica mating tipleri ve Avr genlerindeki mutasyonlara dayanarak patojenin

genotipleri tanimlanmaigtir.

3.8 Mating Tiplerinin Belirlenmesi

Ayn1 PCR dongiisii ile tekli ve multipleks PCR denemeleri gergeklestirilmistir. Tekli PCR
ile MATI-1’de net bantlar elde edilememistir. Multipleks PCR’1n patojenin MAT lerini
belirlemede daha kullanish oldugu diisiintilmiistiir. Multipleks PCR’da ana bantlarin
altinda olusan bantlar mating tiplerin hizli ayrilmasini saglamistir. MAT1-1’de ana bandin
altinda 2 adet bant olusurken MATI-2"de ise ya bant olusmamakta ya da tek bir bant
olugmaktadir. Diger izolatlarin mating tiplerinin belirlenmesinde multipleks PCR

kullanilmastir.
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MAT multipleks PCR Dongiisii

95°C 3dk

95 °C 30 sn

53°C  30sn — 40 dongii
72 °C 1 dk

72 °C 10 dk

10 °C 0

PCR iiriinleri %1.5’luk agaroz jelde 120 V’ ta 90-100 dk kosturulduktan sonra UV

cihazinda goriintiilenmistir.

MATI-1 (1385 bp) ve MATI-2 (1341 bp)’nin ana bant biiyiikliiklerinin birbirine yakin
olmasit multipleks PCR ile ayrilmasmi giiglestirmektedir. Bu nedenle ¢aligmanin
giivenilirligini arttirmak i¢in PCR iiriinlerine enzim kesiminin uygulanmasina karar

verilmistir.

Enzim se¢iminde NEBcutter V2.0 programi (Vincze vd. 2003) kullanilmigtir. NCBI veri
tabanindaki MATI1-1 (DQ659350.2) ve MATI-2 (DQ659351.2) sekans dizilerini kesen
enzimler ve kesim sonucu olusan bant profillleri belirlenmistir. Bu enzimler arasindan
secilen Pstl enzimi ile izolatlarin bant profilleri belirlenmistir. Pstl (Thermo FD0614)
enzim kesimi multipleks PCR {iriinleri ile gerceklestirilmistir. Tekli PCR c¢alismalari ile
MATI-1 ve MATI-2 olarak tanimlanan izolatlar, agaroz jel elektroforezinde ilk iki

kuyucukta referans olarak kullanilmistir.

3.9 Mating Tiplerin Istatistiksel Analizi

Fulvia fulva populasyonu mating tiplerinin beklenen 1:1 oranindan 6nemli dl¢tide ayrilip
ayrilmadiini test etmek igin ¥* testi uygulanmustir. x> testi sonuclar1 cizelge 4.6’da
verilmistir. Elde edilen veriler y* tablosundaki 1 serbestlik dereceli P=0.05 6nem

diizeyindeki cetvel degeri ile karsilagtirilmistir.
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3.10 qPCR Cahsmalarinda Kullanilacak Bitkilerin Yetistirilmesi

qPCR’da kullanilacak bitkiler steril toprak perlit (3:1) karisimi iceren bardaklara
ekilmigtir. Moneymaker genotipinden yeterli tohum alinamadigi i¢in, Cf-4/11 genotipi ise
yeterli miktarda ¢imlenmedigi i¢in denemeye alinamamistir. Denemede kullanilmis olan
Cf-2, Cf-5, Cf-6 ve Cf-9 genotipleri Hoagland ¢ozeltisi [(10x Makro elementler: K2SOs:
15.7 g/1, KHoPOg: 2.7 g/1, MgS04.7H,0: 24 g/1, Ca(NO3)2.4H20: 47.23 g/1, KCI: 0.0746
g/), (1X Mikro elementler: H3;B0O3:0.124 g/1, MnS04:0.066 g/1, CuSO4.5H>0: 0.100 g/,
NHasMo: 0.048 g/l, ZnSO4.7H20 g/1), (1000X FeEDTA: 365 g/1)] ile sulanmistir. Farkli

irklar arasindan segilen 5 izolat denemelerde kullanilmaistir.

3.11 Bitkilerin inokule Edilmesi

Uyumlu ve uyumsuz interaksiyonlar durumunda dayanikliklilikla iligkili genlerin
ifadesini arastirmak i¢in farkli irklar denemede kullanilmistir. Havug agar ortaminda
gelistirilmis olan iki haftalik Z2/3, BU6, B3/3, ANT29 ve M1 kiiltlirlerinden Thoma lam1
ile 1x10° spor/ml yogunlukta hazirlanan spor siispansiyonu 4 tekerriirlii olarak Cf-2, Cf-
5, Cf-6 ve Cf-9 genotiplerindeki her bitkinin yapraklarinin alt ve iist ylizeyine el spreyi
ile piiskiirtiilmiistiir. inokule edilen bitkiler sera kosullarda 30 It hacimdeki plastik
kaplarda inkiibe edilmistir.

3.12 RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Inokulasyondan sonraki 4, 8, 12 ve 16. giinlerde (Joosten ve De Wit 1989, Van Kan vd.
1992) bir bitki alinarak yaprak Ornekleri {lizerine etiket bilgileri yazilmis olan kese
kagitlar1 icerine alinmig, hemen sivi azot ile dondurularak RNA izolasyonu yapilincaya

kadar -80 °C’de saklanmustir.

EURx RNA Extracol RNA izolasyonunda kullanilmistir. Oncelikle RNA izolasyonu
yapilacak olan bitkiler -80°C’de tutulan kese kagitlari, igerisinde s1vi azot bulunan kapakli
plastik kaba konulmustur. Ayr1 bir plastik kaba ise bitkilerin ezilmesinde kullanilacak sivi
azot konulmustur. Kese kagitlar1 igerisinden havan igerisine dokiilen yaprak parcalar
lizerine s1v1 azot dokiilerek toz haline gelinceye kadar ezilmistir. Ezilen bitki dokusu 2 ml

lik eppendorf tiip igerisine alinarak diger bitki o6rnekleri ezilinceye kadar buz icerisinde
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bekletilmistir. Eppendorf tiiplerdeki bitki dokusu iizerine 1 ml EURx RNA Extracol
eklenerek hafifce vortekslenmistir. Tiipler oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilmistir. Daha
sonra lizerlerine 200 pl kloroform eklenmis ve vortekslenmistir. Oda sicakliginda 2-5 dk
inkiibe edilmistir. 12 000 g 4 °C’de 15 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij asamasindan sonra
ii¢ faz olusmustur. RNA’nin bulundugu st faz pipetle 1.5 ml’lik yeni bir tiipe alinmustir.
Her bir tiipiin tizerine RNA’ y1 ¢oktiirmek i¢in 500 pl isopropanol eklenmistir. Tiipler oda
sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra 12 000 g devirde 4 °C sicaklikta 10 dk
santrifiij edilmistir. Ust faz uzaklastirilarak RNA peleti 1 ml %70’ lik etanol ile bir kez
yikanmistir. Ardindan 10 000 g devirde 4 °C sicaklikta 5 dk santrifiij edilmistir. Alkol
uzaklastirildiktan sonra pelet RNAse free suda ¢ozilmiistir. RNA’lar %1’°lik jele
yiklenmis 15 dk kosturulmus ardindan UV cihazinda goriintiilenmistir. RNA
konsantrasyonu Nanodrop (Thermo ND-1000) ile dl¢tilmiistiir. Stok RNA’lar -80 °C’de

saklanmuistir.

EURx cDNA sentezi kitindeki protokole gore asagida verilen kosullarda cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. cDNA’lar nanodropta ol¢lilmiistiir.

Reaksiyon karisimi

Reaksiyon buffer 2 pl

Oligo dt 0.5 ul
RNA 3ul
dART 0.5 ul
Su 4 ul

PCR dongiisii

60°C 20dk
85 °C 5dk
4 °C o0
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3.13 Primerlerin Tasarlanmasi

Primer3 programi kullanilarak tasarlanan primerler NCBI Blast ve OligoAnalyzer 3.1
online software (https://www.idtdna.com/calc/analyzer) kullanilarak analiz edilmistir.
Primerlerin tasarlanmasinda kullanilan sekans dizileri EK 2’de verilmistir. Calisma

kapsaminda kullanilan primerler ¢izelge 3.9°da verilmistir.
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3.14 Stardart Egrilerin Cizilmesi

Standart egrinin ¢izilmesinde kontrol cDNA’ s1 kullanilmistir. Nanodropta dlgiilen cDNA
100 ng olacak sekilde 0.2 ml’ lik tiipte seyreltilmistir. Bu tiipten 1/10 oraninda seri
dilusyonlar yapilarak standart egri denemelerinde kullanilacak toplam 6 tiip
hazirlanmistir. Syber green, primerler ve 107'-10° konsantrasyondaki 6 cDNA
kullanilarak PCR reaksiyonlar1 hazirlanmistir. Calismada Roche Light Cycler 480 Real-
Time PCR cihazi kullanilmistir. Tasarlanan biitiin primerler optimize edilinceye kadar
farkli sicakliklarda alet calistirilarak efficiency ve slope degerleri elde edilmistir.
Efficiency (etkinlik) degeri yaklasik 2 ve Slope degeri yaklasik -3.3’e yakin olan standart
egriler alete kaydedilmistir. LSM7 referans gen olarak kullanilmistir (Miiller vd. 2015).
Her bir gen bolgesi i¢in stardart egrilerinin ¢izilmesinde kullanilan PCR kosullar ¢izelge

3.10’da verilmistir.

Cizelge 3.10 Stardart egrilerin ¢izilmesinde kullanilan qPCR kosullar1

PR-2 Pre-Incubation 95 °C 2 dk
Amplification 95 °C 15 sn 40 dongii
56 °C 1 dk
72 °C 1 dk
Cooling 40 °C 10 sn
PR-5 Pre-Incubation 95 °C 2 dk
Amplification 95 °C 15 sn 40 dongti
56 °C 45 sn
72 °C 45 sn
Cooling 40 °C 10 sn
Why2 Pre-Incubation 95 °C 30 sn
Amplification 95 °C 15 sn 40 dongti
56 °C 40 sn
72 °C 40 sn
Cooling 40 °C 10 sn
Avr9 Pre-Incubation 95 °C 2 dk
Amplification 95 °C 15 sn 40 dongti
56 °C 1 dk
72 °C 1 dk
Cooling 40 °C 10 sn
LSM7 Pre-Incubation 95 °C 30 sn
Amplification 95 °C 15 sn 40 dongii
58 °C 1 dk
72 °C 1 dk
Cooling 40 °C 10 sn
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3.15 qPCR Analizi

384 liik plate’teki kuyucuklara 3 tekerriirlii olarak cDNA’lar konulduktan sonra, her bir
gen icin optimize edilen miktardaki primer ve Syber mix karisimi kuyucuklara
dagitilmistir. Plate sealing foil ile kapatildiktandan sonra +4 °C’de 1500 rpm devirde 2
dk santrifiij edilmistir. Ardindan buz lizerine alinan plate, her bir gen bolgesi i¢in stardart
egrinin ¢izildigi kosullardaki Roche Light Cycler 480 cihazina yerlestirilmistir. gPCR
reaksiyonlarinda, primerlerde dimer varliginin kontrolii ve/veya 0zgiin olmayan
amplifikasyon iriinlerinin tespiti amagli erime egrisi (melting curve) analizleri

gerceklestirilmistir. Ornek erime egrileri EK 3’de verilmistir.

3.16 qPCR Veri Analizi

Kontrol ve uygulama yapilan bitkilerden elde edilen cDNA’lar ile 3 teknik tekrarli olarak
gergeklestirilen qPCR c¢alismalarinda elde edilen Ct degerleri delta-delta Ct metoduna
gt')re degerlendirilmi$tir. AACt= (CtHedef gen (Stres) -~ Ctreferans gen((Stres))'(Cthedef gen (kontrol)=

CtReferans gen(kontro])) (LlVak ve SChmlttgen 2001).

Ortalama 2“2 degerleri kullanilarak excel de her bir gen ve her bir izolat igin grafik
olusturulmustur. 242V degerlerine excel’de t-testi (P<0.05) uygulanmistir, 2"42C) ye
standart sapma degerleri ¢izelge 4.8-4.11°de verilmistir. Log2 degerleri kullanilarak her

bir gen i¢in excelde 1s1 haritasi olugturulmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1 Survey Calismalan ve izolatlarin Elde Edilmesi

Aralik 2018 tarihlerinde Antalya’nin Serik, Aksu, Kepez, Kumluca, Finike ilgelerinde
gergeklestirilen survey ¢alismasinda toplam 35 sera incelenmistir. Sera kosullarinin daha

kotii oldugu Finike ilgesinde hastalik diisiik oranda gozlenmistir.

31 Temmuz 2019 tarihinde Bartin ilinde gergeklestirilen survey c¢aligmasinda merkeze
baglh Eski Hamidiye, Bayirylizii, Derbent ve Geriskatirct1 koylerindeki 27 sera
incelenmistir. 19 serada yaprak kiifii hastalig1 belirlenmistir. Yaprak kiifii hastaliginin
seralarda %5-100 arasinda goriildiigii belirlenmistir. Siddetli enfeksiyonun gorildigi
Eski Hamidiye koytindeki yiiksek tiinelde, hastaliktan dolay1 bitkilerde kurumanin oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.1).

23 Agustos 2019 tarihinde Bartin ilinin Derbent koyiinde gerceklestirilen survey
calismasinda 33 seradan 12’sinde hastalik tespit edilmistir. F. fulva'nin oldugu
seralardaki bulunma oran1 %10-60 arasinda oldugu belirlenmistir. Bayiryiizii kdyilinde

incelenen 2 serada hastalik belirlenememistir.

1 Agustos 2019 tarihinde Zonguldak ili Caycuma il¢esi Hacilar ve Kayikgilar kdyii ile
Gokeebey 1ilgesi Bakacakkadi beldesinde yiirlitiilen survey calismasinda 29 sera
incelenmistir. 10 serada yaprak kiifii hastalig1 belirlenmistir. Yaprak kiifii hastaliginin
seralarda %15-100 arasinda goriildiigii belirlenmistir. Hacilar kdyiinde incelenen 4 serada

hastalik belirlenememistir.

22 Agustos 2019 tarihinde Kayikgilar koyii ile Bakacakkadi beldesinde yiiriitiilen survey
calismasinda 19 seranin 10’unda hastalik belirlenmistir. Yaprak kiifii hastaliginin oldugu
seralarda bulunma oran1 Bakacakkadi beldesinde %10-50, Kayikg¢ilar kdytinde %50-70
oldugu belirlenmistir. Zonguldak ili Kayik¢ilar kdylinde hassas cesit Nazal’da fungal
ortiiniin hem yaprak altinda hem de yaprak iistiinde olustugu gézlenmistir (Sekil 4.2).

19 Ekim 2019 tarthinde Mugla ilinin Fethiye ve Seydikemer ilgeleri ile Burdur ilinin

Golhisar ilgesinde survey calismasi gerceklestirilmistir. Mugla ilindeki 15 serada hastalik
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belirlenememistir. Burdur Golhisar ilgesindeki 4 seradan 3’ilinde hastalik belirlenmistir.
Hastaligin tespit edildigi Giilkoy ¢esidi Cf-5 dayaniklilik geni igerirken, Climbo ¢esidinin
B-D F. fulva gruplarina dayanikli oldugu belirtilmektedir. GEVES’e gore B-D gruplarina
dayanikli domates gesitlerinde Cf-2 dayaniklilik geni bulunmaktadir.

20 Ekim 2019 tarihinde Mugla ilinin Ortaca, Fethiye ve Seydikemer il¢eleri ile Burdur

ilinin Go6lhisar ilgesinde toplam 21 adet sera incelenmistir. F. fulva belirlenememistir.

26 Kasim 2019 tarihinde Antalya ilinin Serik ve Manavgat ilgelerinde 20 sera
incelenmistir. Serik ilgesindeki Kozagaci kdyiindeki 2 serada ve Manavgat ilgesindeki

Cakis koyiindeki 3 serada hastalik belirlenmistir.

11 Aralik 2019 tarihinde Antalya ilinin Serik il¢esinde 28 adet seradan 1’inde F. fulva

belirlenmistir.

12 Aralik 2019 tarihinde Antalya ilinin Aksu il¢esi Hacialiler ve Fettahli koyiinde 33 sera
incelenmistir. Hacialiler koylinde 9, Fettahli kdyiinde 2 serada hastalik belirlenmistir.
Hacialiler koyilindeki 1 serada Ceri domates ¢esidinde bulunma orant %100 olarak
belirlenmistir. Antalya ilinin Kepez ilgesi Gaziler ve Varsak bolgesinde 19 sera

incelenmistir. Gaziler mahallesinde 3, Varsak bolgesinde 3 serada hastalik belirlenmistir.

Mersin’in Tarsus ilgesindeki topraksiz seradan 6grencimiz Vural Aksoy, Antalya’nin
Aksu ilgesindeki seradan Ogrencimiz Veli Sagikara, Mugla’nin Fethiye il¢esindeki
topraksiz sera ve Antalya’nin Demre ilgesindeki seradan 6grencimiz Ali Riza Giinal

tarafindan enfekteli bitki materyalleri tarafimiza génderilmistir.

20 Aralik 2019 tarihinde Mersin Akdeniz ilgesi Homurlu ve Erdemli il¢esi Kocahasanhi
bolgelerinde toplam 26 sera incelenmistir. Homurlu bolgesinde 3 serada hastalik

belirlenmistir.

Elde edilen izolatlarla ilgili bilgiler ¢izelge 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1 Bartin ili Eski Hamidiye koytindeki yiiksek tiineldeki domateslerin yaprak kiifii
hastaligindan dolay1 kurumasi

Sekil 4.2 Zonguldak ili Kayikeilar koyii hassas ¢esit Nazal’daki yaprak kiifii hastaliginin
yaprak alt ve st ylizeyindeki belirtileri
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Cizelge 4.1 Survey tarihleri, izolat numaralari, izolatlarin elde edildigi il-ilge, ¢esit ve

sera numaralari

Sira Sera [zolat Elde edildigi il-ilge Cesit Survey
no | numarasl | numarast tarihi
1 1.Sera B1/1 Bartin-Merkez Calipso ve 31/07/2019
(Eski Hamidiye koyii) Tayfun
2 1.Sera B1/3 Bartin-Merkez Calipso ve 31/07/2019
(Eski Hamidiye kdyii) Tayfun
3 7. Sera B3/1 Bartin-Merkez Tayfun 31/07/2019
(Derbent kdyii)
4 7. Sera B3/3 Bartin-Merkez Taytfun 31/07/2019
(Derbent kdyii)
5 10. Sera B4/1 Bartin-Merkez Taytfun 31/07/2019
(Derbent koyii)
6 10. Sera B4/3 Bartin-Merkez Tayfun 31/07/2019
(Derbent koyii)
7 12. Sera B5/1 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Derbent koyii)
8 12. Sera B5/2 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Derbent kdyii)
9 12. Sera B5/3 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Derbent kdyii)
10 | 13. Sera B6/1 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Derbent koyii)
11 13. Sera B6/2 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Derbent kdyii)
12 | 13. Sera B6/3 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Derbent kdyii)
13 | 14. Sera B7/1 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Derbent kdyii)
14 | 14. Sera B7/2 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Derbent kdyii)
15 | 14. Sera B7/3 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Derbent kdyii)
16 | 16. Sera B9/1 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Derbent koyii)
17 | 16. Sera B9/2 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Derbent koyii)
18 | 16. Sera B9/3 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Derbent koyii)
19 | 17. Sera B10/1 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Gerigkatirci koyii)
20 | 17. Sera B10/2 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Gerigkatirci koyii)
21 | 17. Sera B10/3 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Gerigkatirci koyii)
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Cizelge 4.1 Survey tarihleri, izolat numaralari, izolatlarin elde edildigi il-ilge, ¢esit ve
sera numaralari (devam)

22 | 18. Sera B11/2 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Gerigkatirci koyii)
23 | 19. Sera B12/3 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Gerigkatirct koyii)
24 | 20. Sera B13/2 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Gerigkatirci koyii)
25 | 21. Sera B14/3 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Gerigkatirci koyii)
26 | 22.Sera B15/2 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Gerigkatirci koyii)
27 | 22.Sera B15/3 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Gerigkatirci koyii)
28 | 24. Sera B17/2 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Gerigkatirci koyii)
29 | 24. Sera B17/3 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Gerigkatirci koyii)
30 | 25.Sera B18/2 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Gerigkatirci koyii)
31 | 25.Sera B18/3 Bartin-Merkez - 31/07/2019
(Gerigkatirci koyii)
32 | 26.Sera | B19/1 Bartin-Merkez Omiir 31/07/2019
(Gerigkatirci koyii)
33 | 26. Sera B19/3 Bartin-Merkez Omiir 31/07/2019
(Gerigkatirci koyii)
34 | 27.Sera B20/1 Bartin-Merkez Omiir 31/07/2019
(Gerigkatirci koyii)
35 8. Sera Z1/1 Zonguldak-Caycuma - 01/08/2019
(Kayikeilar kdyii)
36 8. Sera Z1/2 Zonguldak-Caycuma - 01/08/2019
(Kayikeilar koyii)
37 8. Sera Z1/3 Zonguldak-Caycuma - 01/08/2019
(Kayikeilar koyii)
38 | 10. Sera 72/3 Zonguldak-Caycuma - 01/08/2019
(Kayikeilar koyii)
39 | 11. Sera 7372 Zonguldak-Caycuma Sahmat ve 01/08/2019
(Kayikeilar koyii) Kocaman
40 | 11. Sera 73/3 Zonguldak-Caycuma Sahmat ve 01/08/2019
(Kayikeilar koyii) Kocaman
41 | 22.Sera Z4/1 Zonguldak-Gokcebey - 01/08/2019
(Bakacakkadi)
42 | 22.Sera Z4/2 Zonguldak-Gokcebey - 01/08/2019
(Bakacakkad)
43 | 22.Sera Z4/3 Zonguldak-Gokgebey - 01/08/2019
(Bakacakkad)
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Cizelge 4.1 Survey tarihleri, izolat numaralari, izolatlarin elde edildigi il-ilge, ¢esit ve
sera numaralari (devam)

44 | 23. Sera Z5/1 Zonguldak-Gokcebey | Pembe domates | 01/08/2019
(Bakacakkadi)

45 | 23. Sera Z5/2 Zonguldak-Gokcebey | Pembe domates | 01/08/2019
(Bakacakkadi)

46 | 23. Sera 75/3 Zonguldak-Gokgebey | Pembe domates | 01/08/2019
(Bakacakkad)

47 | 24. Sera 76/1 Zonguldak-Gok¢ebey | Pembe domates | 01/08/2019
(Bakacakkadi)

48 | 25. Sera Z7/1 Zonguldak-Gokgebey - 01/08/2019
(Bakacakkad)

49 | 25. Sera 7772 Zonguldak-Gokgebey - 01/08/2019
(Bakacakkadi)

50 | 25. Sera Z7/3 Zonguldak-Gokeebey - 01/08/2019
(Bakacakkadi)

51 | 26. Sera Z8/1 Zonguldak-Gokgebey - 01/08/2019
(Bakacakkadi)

52 | 26. Sera 78/2 Zonguldak-Gokgebey - 01/08/2019
(Bakacakkadi)

53 | 26. Sera Z8/3 Zonguldak-Gokgebey - 01/08/2019
(Bakacakkadi)

54 | 27.Sera 79/1 Zonguldak-Gokgebey - 01/08/2019
(Bakacakkadi)

55 | 27.Sera 79/2 Zonguldak-Gokgebey - 01/08/2019
(Bakacakkad)

56 | 27.Sera 79/3 Zonguldak-Gokgebey - 01/08/2019
(Bakacakkad)

57 7. Sera BA7/1 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent kdyii)

58 7. Sera BA7/4 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent kdyii)

59 7. Sera BA7/6 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent kdyii)

60 9. Sera BA9/1 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent koyii)

61 9. Sera BA9/5 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent koyii)

62 9. Sera BA9/6 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent koyii)

63 | 13.Sera | BA13/1 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent koyii)

64 | 13.Sera | BAI13/5 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent kdyii)

65 | 13.Sera | BAI13/6 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent kdyii)
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Cizelge 4.1 Survey tarihleri, izolat numaralari, izolatlarin elde edildigi il-ilge, ¢esit ve
sera numaralari (devam)

66 | 14.Sera | BAl4/1 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent kdyii)

67 | 14.Sera | BA14/2 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent koyii)

68 | 14.Sera | BA14/5 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent kdyii)

69 | 15.Sera | BAI15/1 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent kdyii)

70 | 15.Sera | BAI1S5/5 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent kdyii)

71 15. Sera | BA15/6 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent koyii)

72 | 17.Sera | BA17/1 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent kdyii)

73 | 17.Sera | BA17/2 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent kdyii)

74 | 17.Sera | BA17/4 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent kdyii)

75 | 19.Sera | BA19/1 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent kdyii)

76 | 27.Sera | BA27/1 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent koyii)

77 | 27.Sera | BA27/2 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent kdyii)

78 | 27.Sera | BA27/6 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent kdyii)

79 | 28.Sera | BA28/5 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent kdyii)

80 | 31.Sera | BA31/5 Bartin Merkez Tayfun 23/08/2019
(Derbent kdyii)

81 | 32.Sera | BA32/5 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent kdyii)

82 | 32.Sera | BA32/6 Bartin Merkez - 23/08/2019
(Derbent koyii)

83 | 33.Sera | BA33/6 Bartin Merkez Tayfun 23/08/2019
(Derbent koyii)

84 1. Sera ZA1/4 | Zonguldak-Gokgebey - 22/08/2019
(Bakacakkadi)

85 1. Sera ZA1/5 | Zonguldak-Gokgebey - 22/08/2019
(Bakacakkadi)

86 1. Sera ZA1/6 | Zonguldak-Gokgebey - 22/08/2019
(Bakacakkad)

87 2. Sera ZA2/5 | Zonguldak-Gokgebey - 22/08/2019
(Bakacakkad)
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Cizelge 4.1 Survey tarihleri, izolat numaralari, izolatlarin elde edildigi il-ilge, ¢esit ve
sera numaralari (devam)

88 2. Sera ZA2/6 | Zonguldak-Gokgebey - 22/08/2019
(Bakacakkadi)
89 7. Sera ZA7/1 | Zonguldak-Gokgebey - 22/08/2019
(Bakacakkadi)
90 7. Sera ZA7/4 | Zonguldak-Gokgebey - 22/08/2019
(Bakacakkad)
91 8. Sera ZA8/1 | Zonguldak-Gokgebey - 22/08/2019
(Bakacakkadi)
92 8. Sera ZA8/4 | Zonguldak-Gokgebey - 22/08/2019
(Bakacakkad)
93 8. Sera ZA8/5 | Zonguldak-Gokcebey - 22/08/2019
(Bakacakkadi)
94 9. Sera ZA9/5 | Zonguldak-Gokgebey - 22/08/2019
(Bakacakkadi)
95 9. Sera ZA9/6 | Zonguldak-Gokcebey - 22/08/2019
(Bakacakkadi)
96 | 13.Sera | ZA13/4 | Zonguldak-Caycuma Nazal 22/08/2019
(Kayikeilar)
97 | 13.Sera | ZA13/5 | Zonguldak-Caycuma Nazal 22/08/2019
(Kayikeilar)
98 | 13.Sera | ZA13/6 | Zonguldak-Caycuma Nazal 22/08/2019
(Kayikeilar)
99 | 14.Sera | ZA14/5 | Zonguldak-Caycuma Nazal 22/08/2019
(Kayikeilar)
100 | 14.Sera | ZA14/6 | Zonguldak-Caycuma Nazal 22/08/2019
(Kayikeilar)
101 | 15.Sera | ZA15/1 | Zonguldak-Caycuma Nazal 22/08/2019
(Kayikeilar)
102 | 15.Sera | ZAl15/2 | Zonguldak-Caycuma Nazal 22/08/2019
(Kayikeilar)
103 | 15.Sera | ZA15/6 | Zonguldak-Caycuma Nazal 22/08/2019
(Kayikeilar)
104 | 17.Sera | ZA17/1 | Zonguldak-Caycuma Nazal 22/08/2019
(Kayikeilar)
105 | 17.Sera | ZA17/4 | Zonguldak-Caycuma Nazal 22/08/2019
(Kayikeilar)
106 | 17.Sera | ZA17/5 | Zonguldak-Caycuma Nazal 22/08/2019
(Kayikeilar)
107 | 18.Sera | ZA18/4 | Zonguldak-Caycuma Nazal 22/08/2019
(Kayikgilar)
108 | 18.Sera | ZA18/5 | Zonguldak-Caycuma Nazal 22/08/2019
(Kayikgilar)
109 | 18.Sera | ZA18/6 | Zonguldak-Caycuma Nazal 22/08/2019
(Kayikeilar)

51




Cizelge 4.1 Survey tarihleri, izolat numaralari, izolatlarin elde edildigi il-ilge, ¢esit ve
sera numaralari (devam)

110 | 16.sera BUI Burdur-Golhisar Climbo 19/10/2019
111 | 16.sera BU2 Burdur-Gdlhisar Climbo 19/10/2019
112 | 16.sera BU3 Burdur-Gdlhisar Climbo 19/10/2019
113 | 16.sera BU4 Burdur-Gdlhisar Climbo 19/10/2019
114 | 17.sera BUS Burdur-Goélhisar Gulkoy 19/10/2019
115 | 17.sera BU6 Burdur-Golhisar Giilkoy 19/10/2019
116 | 17.sera BU7 Burdur-Goélhisar Gilkoy 19/10/2019
117 | 18.sera BU8 Burdur-Gdlhisar Climbo 19/10/2019
118 | 18.sera BU9 Burdur-Golhisar Climbo 19/10/2019
119 | 18.sera BUI0 Burdur-Golhisar Climbo 19/10/2019
120 | 4. Sera ANTO9 Antalya-Serik Elika 26/11/2019
Kozagaci koyii (Ceri domatesi)
121 | 4.Sera | ANTIO Antalya-Serik Elika (Ceri 26/11/2019
Kozagaci koyii domatesi)
122 | 4.Sera | ANTII Antalya-Serik Elika (Ceri 26/11/2019
Kozagaci koyii domatesi)
123 | 5.Sera | ANTI2 Antalya-Serik Ceri domatesi | 26/11/2019
Kozagaci koyii cesidi
124 | 5.Sera | ANTI3 Antalya-Serik Ceri domatesi | 26/11/2019
Kozagaci koyii cesidi
125 | 5.Sera | ANTI14 Antalya-Serik Ceri domatesi | 26/11/2019
Kozagaci koyii cesidi
126 | 14.Sera | ANTIS Antalya-Manavgat Asil 26/11/2019
127 | 16.Sera | ANTI16 Antalya-Manavgat - 26/11/2019
128 | 16.Sera | ANTI17 Antalya-Manavgat - 26/11/2019
129 | 16.Sera | ANTIS Antalya-Manavgat - 26/11/2019
130 | 17.Sera | ANTI9 Antalya-Manavgat - 26/11/2019
131 | 17.Sera | ANT20 Antalya-Manavgat - 26/11/2019
132 | 17.Sera | ANT21 Antalya-Manavgat - 26/11/2019
133 Veli ANT22 Antalya-Aksu Ranger
Sacikara SVTH4480
134 Veli ANT23 Antalya-Aksu Ranger
Sagikara SVTH4480
135 Veli ANT24 Antalya-Aksu Ranger
Sacikara SVTH4480
136 Veli ANT25 Antalya-Aksu Ranger
Sacikara SVTH4480
137 | 24.Sera | ANT27 Antalya-Serik Ceri domatesi 11/12/2019
Eskiytirilk mah cesidi
138 | 24.Sera | ANT28 Antalya-Serik Ceri domatesi 11/12/2019
Eskiyiiriik mah cesidi
139 | 2.Sera | ANT29 Antalya-Aksu - 12/12/2019
Hacialiler
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Cizelge 4.1 Survey tarihleri, izolat numaralari, izolatlarin elde edildigi il-ilge, ¢esit ve
sera numaralari (devam)

140 | 2.Sera | ANT30 Antalya-Aksu - 12/12/2019
Hacialiler

141 | 2.Sera | ANT31 Antalya-Aksu - 12/12/2019
Hacialiler

142 | 3.Sera | ANT32 Antalya-Aksu - 12/12/2019
Hacialiler

143 | 3. Sera ANT33 Antalya-Aksu - 12/12/2019
Hacialiler

144 | 3. Sera ANT34 Antalya-Aksu - 12/12/2019
Hacialiler

145 | 4.Sera | ANT3S5 Antalya-Aksu - 12/12/2019
Hacialiler

146 | 4.Sera | ANT36 Antalya-Aksu - 12/12/2019
Hacialiler

147 | 4. Sera ANT37 Antalya-Aksu - 12/12/2019
Hacialiler

148 | 7. Sera ANT38 Antalya-Aksu - 12/12/2019
Hacialiler

149 | 7.Sera | ANT39 Antalya-Aksu - 12/12/2019
Hacialiler

150 | 7.Sera | ANT40 Antalya-Aksu - 12/12/2019
Hacialiler

151 | 8.Sera | ANT41 Antalya-Aksu - 12/12/2019
Hacialiler

152 | 8.Sera | ANT42 Antalya-Aksu - 12/12/2019
Hacialiler

153 | 8. Sera ANT43 Antalya-Aksu - 12/12/2019
Hacialiler

154 | 9.Sera | ANT44 Antalya-Aksu - 12/12/2019
Hacialiler

155 ] 9.Sera | ANT45 Antalya-Aksu - 12/12/2019
Hacialiler

156 | 9.Sera | ANT46 Antalya-Aksu - 12/12/2019
Hacialiler

157 | 14.Sera | ANT47 Antalya-Aksu Multy kokteyl | 12/12/2019
Hacialiler (Ceri domatesi)

158 | 14.Sera | ANT48 Antalya-Aksu Multy kokteyl | 12/12/2019
Hacialiler (Ceri domatesi)

159 | 14.Sera | ANT49 Antalya-Aksu Multy kokteyl | 12/12/2019
Hacialiler (Ceri domatesi)

160 | 17.Sera | ANTS0 Antalya-Aksu 12/12/2019
Hacialiler

161 | 17.Sera | ANTS51 Antalya-Aksu 12/12/2019
Hacialiler
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sera numaralari (devam)

162 | 17.Sera | ANTS2 Antalya-Aksu 12/12/2019
Hacialiler
163 | 18.Sera | ANTS53 Antalya-Aksu 12/12/2019
Hacialiler
164 | 18.Sera | ANTS54 Antalya-Aksu 12/12/2019
Hacialiler
165 | 18.Sera | ANTSS Antalya-Aksu 12/12/2019
Hacialiler
166 | 24.Sera | ANTS56 | Antalya-Aksu Fettahli 12/12/2019
167 | 24.Sera | ANTS57 | Antalya-Aksu Fettahli 12/12/2019
168 | 24.Sera | ANTS8 | Antalya-Aksu Fettahli 12/12/2019
169 | 25.Sera | ANTS9 | Antalya-Aksu Fettahli | Ceri domatesi 12/12/2019
cesidi
170 | 25.Sera | ANT60 | Antalya-Aksu Fettahli | Ceri domatesi 12/12/2019
cesidi
171 | 25.Sera | ANT61 | Antalya-Aksu Fettahli Ceri domatesi 12/12/2019
cesidi
172 | 35.Sera | ANT62 Antalya-Kepez Ceri domatesi 12/12/2019
Gaziler Topalli cd. cesidi
173 | 35.Sera | ANT63 Antalya-Kepez Ceri domatesi 12/12/2019
Gaziler Topalli cd. cesidi
174 | 35.Sera | ANT64 Antalya-Kepez Ceri domatesi 12/12/2019
Gaziler Topalli cd. cesidi
175 | 40.Sera | ANT65 Antalya-Kepez - 12/12/2019
Gaziler
176 | 40.Sera | ANT66 Antalya-Kepez - 12/12/2019
Gaziler
177 | 40.Sera | ANT67 Antalya-Kepez - 12/12/2019
Gaziler
178 | 42.Sera | ANT68 Antalya-Kepez Corvette 12/12/2019
Gaziler
179 | 43.Sera | ANT69 Antalya-Kepez Corvette 12/12/2019
Varsak
180 | 43.Sera | ANT70 Antalya-Kepez Corvette 12/12/2019
Varsak
181 | 43.Sera | ANT71 Antalya-Kepez Corvette 12/12/2019
Varsak
182 | 47.Sera | ANT72 Antalya-Kepez Corvette 12/12/2019
Varsak
183 | 47.Sera | ANT73 Antalya-Kepez Corvette 12/12/2019
Varsak
184 | 47.Sera | ANT74 Antalya-Kepez Corvette 12/12/2019
Varsak
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185 | 49.Sera | ANT75 Antalya-Kepez Corvette 12/12/2019
Varsak
186 | 49.Sera | ANT76 Antalya-Kepez Corvette 12/12/2019
Varsak
187 | 49.Sera | ANT77 Antalya-Kepez Corvette 12/12/2019
Varsak
188 | Ali Riza MF1 Mugla-Fethiye - 2018
Glinal
189 | Ali Riza MF2 Mugla-Fethiye - 2018
Glinal
190 | AliRiza MF3 Mugla-Fethiye - 2018
Glinal
191 | Ali Riza MF4 Mugla-Fethiye Bandita 10/01/2020
Gtinal Yeni Mahalle
Topraksiz
sera
192 | Ali Riza MFS5 Mugla-Fethiye Bandita 10/01/2020
Gtinal Yeni Mahalle
Topraksiz
sera
193 | Ali Riza MF6 Mugla-Fethiye Bandita 10/01/2020
Giinal Yeni Mahalle
Topraksiz
sera
194 | AliRiza MF7 Mugla-Fethiye Climbo 13/03/2020
Ginal Yeni Mahalle
Plastik
sera
195 | Ali Riza MF8 Mugla-Fethiye Climbo 13/03/2020
Glinal Yeni Mahalle
Plastik
sera
196 | AliRiza MF9 Mugla-Fethiye Climbo 13/03/2020
Glinal Yeni Mahalle
Plastik
sera
197 Vural M1 Mersin-Tarsus Veniis
Aksoy
198 Vural M2 Mersin-Tarsus Veniis
Aksoy
199 Vural M3 Mersin-Tarsus Veniis
Aksoy
200 Vural M4 Mersin-Tarsus Veniis
Aksoy
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201 | 2. Sera M35 Mersin-Akdeniz Planet, Mira 20/12/2019
Homurlu

202 | 2. Sera M6 Mersin-Akdeniz Planet, Mira 20/12/2019
Homurlu

203 | 2. Sera M7 Mersin-Akdeniz Planet, Mira 20/12/2019
Homurlu

204 | 5. Sera M8 Mersin-Akdeniz Hedef 20/12/2019
Homurlu

205 | 7. Sera MI10 Mersin-Akdeniz Ceri domatesi | 20/12/2019
Homurlu cesidi

4.2 Fubvia fulva izolatlarmmm Gelistirilmesi

Fulvia fulva’nin PDA, domates agar, havu¢ agar ve V8 agar ortamlarindaki gelisimi
iizerinde yapilan calismada havug¢ agar ortamindaki konidi boyutunun enfekteli domates
yapraklarindaki konidi boyutuna en yakin oldugu bildirilmistir (Novak 2012). Ayrica
laboratuvar calismalarimizda havu¢ agar ortaminda PDA ortamina gore daha yogun
konidi olusumu gozlendigi i¢in funguslarin gelistirilmesinde havug agar ortami da
kullanilmistir. ANT61 izolatimin diger izolatlardan farkli olarak PDA ve havug agar
ortaminda pigment olusturdugu gézlenmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3 ANT41 (a), BA31/5 (b) ve ANT61 (c) izolatlarmin PDA ve havu¢ agar
ortamindaki gelisimleri
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4.3 DNA izolasyonu

97 izolatin DNA izolasyonu yapilmistir. DNA’lar %1.5’luk agaroz jel elektroforezi
sonrasinda UV cihazinda goriintiillenmistir (Sekil 4.4). Kalitesi diisiik olan DNA’larin

izolasyonu tekrarlanmistir.

B7/1 BY9%2 B19/1 Z3/2 BAI13/1 BA14/1 BA15/1 BA33/6 ZA2/5 ZA13/4 ANT27 ANT61

-

Sekil 4.4 DNA jel fotografi
4.4 ITS Gen Bolgesine Gore Fulvia fulva’ nin Filogenetik Analizi

Glniimiizde 06zellikle kriptik tiirlerin bulundugu fungus cinslerinin filogenetik
analizlerinde coklu gen bolgelerinin kullanilmas1 gerekmektedir. F. fulva’da ise
filogenetik analizlerde ITS (ITS1, ITS2), 5.8 S ve 18S rRNA genleri (Braun vd. 2003),
ITS, p-tubulin ve TEF-1a bolgeleri kullanilmistir (McGilp 2018). Bu tez kapsaminda
filogenetik agacin olusturulmasinda sadece I7S bolgesi kullanilmistir. Filogenetik
analizlerde Cladosporium cinsindeki fungus tiirleri de kullanilmistir. BA7/1 izolatinin
ITS sekans dizisi filogenetik agagta kullanilmis olup, bu sekans dizisi NCBI’ a submit
edilerek accession numaras1 (MZ645040) alinmistir. Asagida verilen filogenetik agacta
F. fulva’nin ITS boélgesine gore diger Cladosporium tiirlerinden ayrildigi goriilmektedir
(Sekil 4.5). F. fulva diger Cladosporium tiirlerinde oldugu gibi farkli sekil ve bolmedeki
konidiler olusturabilmektedir. Ancak F. fulva'min konidileri (Sekil 3.3) diger
Cladosporium tiirlerine gore daha biiyiiktiir. Morfolojik olarak baska farkliliklar da
bulunmaktadir (Thomma vd. 2005).
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Gliniimiizde bazi kriptik tiirlerin teshisinde ¢coklu gen bdolgeleri kullanilarak filogenetik
analizlerin gergeklestirilmesi gerekmektedir. F. fulva nin teshisinde /7S disinda f-tubulin
ve TEF-1a bolgelerinin kullanildig1 baz1 ¢alismalar bulunmakla birlikte, domateste F.
fulva diginda patojen olarak rapor edilmis baska kriptik Fulvia tiirleri bulunmadig i¢in

ITS bolgesinin fungusun molekiiler teshisinde yeterli oldugu diistiniilmektedir.

& BATH

881 cBS 120.46 Fulvia fulva

CBS 142314 Fulvia fulva
CPC 11150 Plecpassalora perplexa
CBS 156.62 Phaeoramularia capsicicola

CBS 131547 Passalora bacilligera
95

MAFF 238312 Pseudocercospora catappae

CBS 113998 Mycovellosiella cajani

CBS 105.75 Stenella araguata
ATCC 36970 Cladosporium ramotenellum
85 [GBS 125.80 Cladosporium oxysporium

CBS 101738 Phaeoacremonium viticola

01

Sekil 4.5 Filogenetik aga¢ Maximum Likelihood metodu ile Kimura 2- parameter (G)
modeli kullanilarak MEGA7 programinda c¢izilmistir. Sekans dizileri 1500
tekrarli bootstrap analizi ile test edilmis olup Phaeoacremonium viticola dis
grup olarak kullanilmistir

4.5 Irklarm Belirlenmesi

Bu calismada 60 izolatin 1rklar1 belirlenmistir. 2, 2.4, 2.5, 2.9, 2.11, 2.4.5, 2.5.9, 2.4.11,
2.5.11, 2.9.11 ve 2.4.5.9.11 olmak flizere toplam 11 1k tanimlanmistir (Cizelge 4.2,
Cizelge 4.3). Enyaygin irkin 2 oldugu belirlenmistir. 2.5 ve 2.11 wrklarininda diger irklara
gore daha yaygin oldugu soOylenebilir (Cizelge 4.2). Bazi izolatlarin domates

genotiplerinde olusturduklart belirtiler sekil 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.2 Fulvia fulva izolatlarinin rklari, izolat numaralar1 ve toplam izolat sayilari

Irklar Izolat Numaralari Toplam

2 B9/2, B10/1, B19/1, BA17/2, BA27/2, BA31/5, BA32/5, | 26
7372, Z5/1, ZA2/5, ZAT/1, ZA18/4, M5, M8, M10, BU6,
MF4, ANT25, ANT32, ANT44, ANT47, ANTS53, ANT61,
ANT62, ANT69, ANT75

24 BA7/1 1

2.5 B1/1, B11/2, BA14/1, Z1/3, Z2/3, Z4/2, ZA1/4, ZA9/5, | 12
ZA17/4, ANT12, ANT41, ANT60

2.9 B4/1, ANT35 2

2.11 B5/2, BA15/1, BA33/6, ZA15/2, ANT27, ANT56, ANT6S, | 8
ANT72

24.5 MF1 1

2.5.9 B3/3, BA9/6 2

24.11 ANT38 1

2.5.11 78/2, M1, ANTS50 3

29.11 ZA13/4 1

2.4.59.11 | BUS, ANT29, ANT65 3

Toplam 60

izolatlar Hastahk Belirtileri

ANT25

2

59




60



72/3
2.5

BA14/1
2.5

ANTI12
2.5
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ANT60
2.5

B4/1
2.9

62



63



ANT38
24.11

Cr-4/11

Z8/2
2.5.11

64



ANT29
24.59.11

65



BUS
24.59.11

cra/1l |

Sekil 4.6 Fulvia fulva izolatlarinin domates genotiplerinde olusturduklar belirtiler
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4.6 Baz1 Fulvia fulva izolatlarinin Avr Genlerinde Tespit Edilen Mutasyonlar

Avr2 geninde tespit edilen ¢.29T>C mutasyonu nedeniyle metiyonin (M) aminoasiti
treonin (T) aminoasidine doniismiistiir. Bu noktadaki mutasyon ve mutasyon nedeniyle
olusan protein degisimi ilk olarak 2007 yilinda rapor edilmistir (Stergiopoulos vd. 2007a).
Avr2 geninde ¢.429-430AG>GA ve c.431insA mutasyonlar1 protein kodlayan bdlgenin
disinda bulunmaktadir. Dolayisiyla tespit edilen mutasyonlarin aminoasit degisimine
neden olmadig1 belirlenmistir. Avr4 geninde mutasyon tespit edilemedigi i¢in yabani tip
olarak tanimlanmustir. Izolatlarin Avr4E ve Avr9 geninde protein kodlayan kisimlarda
mutasyon bulunmamaktadir. Avr4E ve Avr5 genleri yabani tipte olan izolatlarda
bulunmaktadir. Avr4E geninde ¢.577-578insG ve ¢.577-578insG mutasyonlar1 tespit
edilmistir. Avr5 geninde tespit edilen ¢.1104G>A mutasyonu protein kodlayan bolgede
bulunmakta olup glisin (G) aminoasiti aspartik asite (D) doniismiistiir. Avr9 geninde
c.567A>G ve ¢.582-583insG mutasyonlari tespit edilmistir. NCBI gen bankasina Medina
tarafindan kaydedilen CH6 izolatinda bu ¢alismadaki izolatlarda tespit edilen c.582-

583insG mutasyonun oldugu belirlenmistir.

Avr genlerindeki mutasyonlar ve mating tiplerine dayanarak 18 izolatin genotipleri
tanimlanmistir. Toplam 14 farkli genotipin oldugu belirlenmistir. B15/2, ANT29 ve BUS
(G4), Z23/2 ve ANT16 (G8), ZA14/5 ve MF4 (G10) izolatlarinin ayn1 genotipte yer aldig1
belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Tez ¢aligmasi1 kapsaminda sekanslanan izolatlarin her bir Avr bdlgesindeki mutasyonlar
ve mutasyonlarin neden oldugu aminoasit degisimi ¢izelge 4.4°te, bu degisimleri gosteren

ekran alintilar1 EK 1 kisminda verilmistir.
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4.7 Mating Tiplerinin Belirlenmesi

Multipleks PCR testlerinin giivenilirligini dogrulamak i¢in enzim kesimi yapilmistir. F.
fulva'nin MATI-1 ve MATI-2 mating tiplerinde farkli bant profilleri veren Pstl enzimi
NEBcutter V2.0 programu ile secilmistir. NEBcutter V2.0 programinda MATI-1 ve
MATI-2 mating tiplerinin Pstl enzimi ile kesimi sonucu olugan bant profilleri sekil 4.7 ve
sekil 4.8°de verilmistir. Pstl enzimi kesimi agaroz jel goriintiisii sekil 4.10°da, mating

tipleri belirlenen izolatlar ¢izelge 4.5’te verilmistir.

Custom Digest
DQ659350.2 - digested with: Pst]

Gel Type: Marker:
[ 1% agarosa v kb Plus ONA Laddar v |

RNl
| [1]

|

Sekil 4.7 Fulvia fulva MATI-1 mating tipinin Pstl enzim kesimi profili

Custom Digest
DQ639351 - digested with: Pst]

Gel Type: Marker:
| 15 agarose v | 1 kb Plus DNA Ladder v |

L4102 jmm | OK

narker

5000 ]

1000

50

[ CEEHIT T

100

Sekil 4.8 Fulvia fulva MATI-2 mating tipinin Pstl enzim kesimi profili
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F. fulva'nmin MAT1-1 ve MATI-2 tipleri arasinda yiiksek derecede homoloji gosteren DNA
bolgeleri vardir. Bu DNA bolgeleri 806 bp ve 613 bp biiyiikliigiindedir. Bu homolojiyi
gosteren bolgeler, MATI-I’in ORF 1-1-2’sinde, MATI-2’nin ORF1-2-2’sinde
bulunmaktadir (Stergiopoulos vd. 2007b). Multipleks PCR c¢alismalarimizda MATI-1
mating tipinde 806 ve 613 bp'lik bantlar elde edilirken, MATI-2 mating tipinde 613 bp
uzunlugunda bant elde edilmistir (Sekil 4.9). Mating tip primerleri ile elde edilen bant
biiyiikliikleri birbirine ¢ok yakin oldugundan (MATI-1: 1385 bp, MAT 1-2: 1341 bp),
multipleks PCR ile homoloji gosteren bu bolgeler kullanilarak patojenin mating tiplerinin

belirlenebilecegi diisiiniilmektedir.

Sekil 4.9 Multiplex PCR ile elde edilen bant profilleri (1-9), Mating tiplerin Pstl enzim
kesimi (12-16)

MATI-1 (1 ve 12: B6/1, 3 ve 14: B12/3, 5 ve 16: Z7/3, 6: ZA1/4, 8: M8), MATI1-2 (2 ve 13: B11/2, 4 ve
15:Z5/1,7: M1, 9: ANT72), 10: Su konrol, 11: 1 kb DNA ladder (Thermo GeneRuler)

;
:
3

10000 - — 10000 S—
wm] = wod —
wed — wod —
w] — — w] — =
we] — 1004
- — -
A B C

Sekil 4.10 A: MATI-2 mating tipinin Pstl enzim kesim profili B: MATI-1 mating tipinin
Pstl enzim kesim profili C: Pstl enzimi ile kesilen izolatlarin band profili

* MATI-1 mating tip izolatlar1 beyaz kutucuklarla gosterilmistir. Digerleri MAT/-2 mating tipine aittir.
M=DNA Ladder
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Mating tip belirleme ¢alismalarinda toplam 97 izolatin mating tipi belirlenmistir. Her iki
mating tipin de aym serada bulundugu tespit edilmistir. izolatlarin %56'sinin MATI-2,
%A44'tiniin ise MATI-1 mating tipi oldugu belirlenmistir. Mersin ili Tarsus ve Akdeniz
ilgeleri ile Mugla ili Fethiye ilgesinde tek bir mating tip belirlenmistir. Ancak bu ilgelerde
daha fazla izolatin kullanilmasi durumunda diger mating tipin de belirlenebilecegi
distiniilmektedir. Mating tipler Zonguldak-Caycuma, Antalya-Manavgat ve Burdur-
Golhisar ilgelerinde esit sayida belirlenmistir. MAT-2 mating tipinin Bartin-Merkez,
Antalya'nin Serik ve Aksu ilgelerinde, Mersin ilinin Tarsus ve Mugla ilinin Fethiye
ilgesinde daha yaygin oldugu belirlenmistir. Zonguldak'in Gokgebey ilgesinde,
Antalya'nin Kepez ilgesinde ve Mersin'in Akdeniz ilgesinde MATI-1 mating tipinin daha
yaygin oldugu belirlenmistir. illerdeki mating tipler genellikle esit sayida veya MATI-2
mating tipi daha yaygin olmasina ragmen, MAT-1 mating tipinin Zonguldak ilinde daha

yaygin oldugu saptanmistir (Cizelge 4.6).

Illere gére mating tiplerin beklenen 1:1 oranindan 6nemli dlgiide ayrilip ayrilmadigini
test etmek icin 7 testi uygulanmustir. > testi sonuglari ¢izelge 4.7°de verilmistir. Elde
edilen veriler ¥? tablosundaki 1 serbestlik dereceli P=0.05 nem diizeyindeki cetvel degeri
ile karsilastirilmigtir. Tablodaki degerler 3.84 degerinden kiigiik oldugu i¢in Ho hipotezi

kabul edilmistir. Yani mating tiplerin dagilimi 1:1 oranina uyum gostermistir.

Bu ¢aligsmada, survey alanlarinda her iki mating tipte tespit edilmistir. Mating tip dagilimi
Tiirkiye’deki populasyonun seksiiel olarak {ireyebilecegini gdstermistir. Survey

alanlarimizda MATI-2 populasyonlarinin daha baskin (%26) oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.5 izolatlarin elde edildigi il-ilge, mating tipleri, mating tiplerin belirlenmesinde
kullanilan PCR c¢esitleri ve enzim kesimi yapilan izolatlar

Sira | Elde edildigi | Izolat MAT Mating  tiplerin | Enzim

no il-ilce idiomorfu | belirlenmesinde kesimi
kullamlan  PCR | yapilan
cesitleri izolatlar

1 Antalya-Serik | ANT9 MATI-2 Multi-PCR +

2 Kozagaci koyii | ANT11 | MATI-2 Multi-PCR +

3 ANTI2 | MATI-2 Multi-PCR

4 Antalya ANTIS | MATI-2 Multi-PCR +

5 Manavgat ANTI16 | MATI-1 Multi-PCR

6 ANTI8 | MATI-2 Multi-PCR +
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Cizelge 4.5 izolatlarin elde edildigi il-ilge, mating tipleri, mating tiplerin belirlenmesinde
kullanilan PCR g¢esitleri ve enzim kesimi yapilan izolatlar (devam)

7 ANT19 | MATI-1 Multi-PCR +
8 Antalya-Aksu | ANT25 | MATI-2 Multi-PCR
9 Antalya-Serik | ANT27 | MATI-1 Multi-PCR
Eskiyliriik mah
10 Antalya-Aksu | ANT29 | MATI-2 Tekli PCR-Multi-
Hacialiler PCR
11 ANT32 | MATI-1 Multi-PCR
12 ANT35 | MATI-1 Multi-PCR +
13 ANT36 | MATI-2 Multi-PCR +
14 ANT38 | MATI-2 Multi-PCR +
15 ANT40 | MATI-2 Multi-PCR
16 ANT41 | MATI-1 Multi-PCR
17 ANT44 | MATI-2 Multi-PCR +
18 ANT47 | MATI-1 Multi-PCR +
19 ANTS0 | MATI-2 Multi-PCR +
20 ANTS53 | MATI-2 Multi-PCR
21 Antalya-Aksu | ANT56 | MATI-1 Tekli PCR-Multi-
Fettahl1 PCR
22 ANTS7 | MATI-2 Multi-PCR +
23 ANT60 | MATI-1 Multi-PCR
24 ANT61 | MATI-2 Multi-PCR
25 Antalya-Kepez | ANT62 | MATI-1 Multi-PCR +
26 Gaziler ANT6S5 | MATI-1 Multi-PCR +
27 ANT68 | MATI-1 Multi-PCR
28 Antalya-Kepez | ANT69 | MATI-1 Multi-PCR +
29 Varsak ANT72 | MATI-2 Multi-PCR +
30 ANT75 | MATI-2 Multi-PCR
31 Bartin-Merkez | B1/1 MATI-2 Multi-PCR
(Eski
Hamidiye
kdyii)
32 Bartin-Merkez | B3/3 MATI-1 Multi-PCR
33 (Derbent koyti) | B4/1 MATI-1 Multi-PCR +
34 B6/1 MATI-1 Multi-PCR +
35 B7/1 MATI-1 Multi-PCR
36 B9/2 MATI-1 Multi-PCR
37 Bartin-Merkez | B10/1 MATI-1 Multi-PCR +
38 (Geriskatirct B11/2 MATI-2 Multi-PCR +
39 koyti) B12/3 MATI-1 Multi-PCR +
40 B13/2 MATI-2 Multi-PCR +
41 B14/3 MATI-1 Multi-PCR
42 B15/2 MATI-2 Tekli PCR-Multi-
PCR
43 B15/3 MATI-2 Multi-PCR
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Cizelge 4.5 izolatlarin elde edildigi il-ilge, mating tipleri, mating tiplerin belirlenmesinde
kullanilan PCR g¢esitleri ve enzim kesimi yapilan izolatlar (devam)

44 B17/2 MATI-1 Multi-PCR

45 B18/3 MATI-2 Multi-PCR

46 B19/1 MATI-2 Multi-PCR +

47 B20/1 MATI-2 Multi-PCR

48 Bartin-Merkez | BA7/1 MATI-2 Multi-PCR +

49 (Derbent BA9/6 | MATI-1 Multi-PCR +

50 koyii) BA13/1 | MATI-2 Multi-PCR

51 BA14/1 | MATI-2 Multi-PCR

52 BA15/1 | MATI-1 Multi-PCR

53 BA17/2 | MATI-2 Multi-PCR

54 BA19/1 | MATI-2 Multi-PCR +

55 BA27/2 | MATI-1 Tekli PCR-Multi-
PCR

56 BA28/5 | MATI-2 Multi-PCR

57 BA31/5 | MATI-2 Multi-PCR +

58 BA32/5 | MATI-2 Multi-PCR +

59 BA33/6 | MATI-2 Multi-PCR +

60 Zonguldak Z1/3 MATI-2 Multi-PCR

61 Caycuma 72/3 MATI-1 Multi-PCR

62 (Kayikgilar Z73/2 MATI-1 Multi-PCR

koyii)

63 Zonguldak Z74/2 MATI-1 Multi-PCR

64 Gokgebey Z5/1 MATI-2 Multi-PCR +

65 (Bakacakkadi) | Z6/1 MATI-1 Multi-PCR

66 Z77/3 MATI-1 Multi-PCR +

67 78/2 MATI-2 Multi-PCR

68 79/2 MATI-1 Tekli PCR-Multi-
PCR

69 Zonguldak ZA1/4 MATI-1 Multi-PCR +

70 Gokgebey ZA2/5 MATI-2 Multi-PCR

71 (Bakacakkad1) | ZA7/1 MATI-1 Multi-PCR

72 ZA8/4 MATI-1 Multi-PCR +

73 ZA9/5 MATI-1 Multi-PCR

74 Zonguldak ZA13/4 | MATI-2 Multi-PCR

75 Caycuma ZA14/5 | MATI-2 Multi-PCR +

76 (Kayikeilar) ZA15/2 | MATI-2 Multi-PCR +

77 ZA17/4*% | MATI-1 Multi-PCR +

78 ZA18/4 | MATI-1 Multi-PCR +

79 Mugla-Fethiye | MF1 MATI-2 Multi-PCR +

80 MEF2 MATI-2 Multi-PCR +

81 MF4 MATI-2 Multi-PCR +

82 MF5 MATI-2 Multi-PCR

83 MF7 MATI-2 Tekli PCR-Multi-
PCR
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Cizelge 4.5 izolatlarin elde edildigi il-ilge, mating tipleri, mating tiplerin belirlenmesinde

kullanilan PCR g¢esitleri ve enzim kesimi yapilan izolatlar (devam)

84 MF8 MATI-2 Multi-PCR
85 MF9 MATI-2 Multi-PCR
86 Mersin-Tarsus | M1 MATI-2 Multi-PCR +
87 M3 MATI-2 Multi-PCR +
88 M4 MATI-2 Multi-PCR +
89 Mersin- M7 MATI-1 Multi-PCR
90 Akdeniz- M8 MATI-1 Multi-PCR +
91 Homurlu M10 MATI-1 Multi-PCR +
92 Burdur- BUI MATI-1 Multi-PCR
93 Golhisar BU3 MATI-2 Multi-PCR
94 BU4 MATI-1 Multi-PCR +
95 BU6 MATI-1 Multi-PCR +
96 BUS MATI-2 Multi-PCR +
97 BU10 MATI-2 Multi-PCR +
Cizelge 4.6 Mating tiplerin il ve ilgelere gore dagilimi
il flge MATI-1 MATI-2 Toplam
Antalya Serik 1 3 30
Manavgat 2 2
Aksu 6 10
Kepez 4 2
Bartin Merkez 12 17 29
Zonguldak Caycuma 4 4 19
Gokeebey 8 3
Mugla Fethiye - 7 7
Mersin Tarsus - 3 6
Akdeniz 3 -
Burdur Golhisar 3 3 6
Toplam 43 54 97
Cizelge 4.7 Mating tiplerin y* degerleri
Il MATI-1 MATI-2 Toplam v? degerleri
Antalya 13 17 30 0.533
Bartin 12 17 29 0.862
Zonguldak 12 7 19 1.316
Mugla - 7 7 -
Mersin 3 3 6 0
Burdur 3 3 6 0
Toplam 43 54 97 1.247
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4.8 RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Farkli domates genotiplerinden izole edilen RNA’lar agorez jelde goriintiilenmistir (Sekil
4.11). Kalitesi digik olan RNA’larin izolasyonu tekrarlanmistir. RNA ve cDNA
izolasyonundan sonra nanodrop ile 6l¢lim yapilmistir. Nanodrop aletinde 260/280 orani

1.8-2.0 arasinda olan RNA’lar cDNA sentezinde kullanilmistir.

Sekil 4.11 RNA’larin agaroz jel elektroforezi sonrasindaki goriiniimii

4.9 Standart Egrilerin Cizilmesi

Why2, PR-2, PR-5, Avr9 ve LSM7 referans geninin standart egrileri sekil 4.12°de
verilmistir. SIWhyl, PR-1 ve NPRI gen bdlgeleri icin ise standart egri optimize
edilememistir. Standart egrileri ¢izilen primerlerin optimize edildigi kosullar kullanilarak

diger cDNA’lar ile qPCR calismalari gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.12 Why2, PR-2, PR-5, Avr9 ve LSM7 genlerinin standart egrileri

4.10 Gen ifadesi Analizleri
4.10.1 PR-2 geni ifade analizi

Her bir izolatin PR-2 geni ifade profili sekil 4.13’te verilmistir. T testi sonuglarina gore,
4. glinde Z2/3 izolatinda Cf-2, Cf-6, Cf-9; BU6 izolatinda Cf-2, Cf-5; B3/3 izolatinda Cf-
2, Cf-9 genotiplerindeki ifade artisi; ANT29 izolati Cf-5 genotipindeki ifade azaligi
onemli bulunmustur. 8. glinde Z2/3 izolatinda Cf-2 ve Cf-9 genotiplerindeki ifade artisi,
Cf-6 genotipindeki ifade azalisi; BU6 ve B3/3 izolatlarinda Cf-2 ve Cf-9 genotiplerindeki
ifade artis1; ANT29 izolat1 Cf-2, Cf-5 ve Cf-6 genotiplerindeki ifade azalisi; M1 izolatinda
Cf-5 ve Cf-9 genotiplerindeki ifade artis1 6nemli bulunmustur. 12. giinde Z2/3 izolatinda
tiim genotiplerdeki ifade artigi; BU6 ve B3/3 izolatlarinda Cf-2 ve Cf-6 genotiplerindeki
ifade artis;; ANT29 izolatinda Cf-5 ve Cf-6 genotiplerindeki ifade artis1; M1 izolatinda
Cf-2, Cf-5 ve Cf-6 genotiplerindeki ifade artisi onemli bulunmustur. 16. giinde Z2/3
izolatinda Cf-2 ve Cf-9 genotiplerindeki ifade artisi; BU6 ve B3/3 izolatlarinda Cf-2 ve
Cf-5 genotiplerindeki ifade artis;; ANT29 izolati Cf-6 ve Cf-9 genotiplerindeki ifade
azalisi; M1 izolatinda Cf-2 genotipindeki ifade artigi 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.8).
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Sekil 4.13 PR-2 geni Z2/3, BU6, B3/3, ANT29 ve M1 izolatlarindaki gen ifadesi
seviyeleri. Hata cubuklar1 standart sapmay1 gdstermektedir
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Cizelge 4.8 PR-2 geni 4, 8, 12 ve 16. giinlerdeki 244V degerleri

Izolat | Genotip | 4.giin 8.giin 12.giin 16.giin
723 | Cf2
Cr-5 1.710.06 4.01+3.96
Cf-6 -4.98+1.23% -1.33+0.80
Cf-9
BU6 | Cf-2
Cf-5 5310
Cf-6 3.29+2.42 4.34+2.00 1.59+0.66
Cr-9 3.22+0.97 ‘ 2.34+1.17
B33 | Cf2 ‘
Cr-5 5.03+4.12 2.26+1.44
Cf-6 3.24+1.99 2.22+0.70 -3.57+2.77
Cr-9 ‘ 16.22+2.78 1.27+0.34
ANT29 | Cf-2 1.43+1.18 -12.51£6.07* | 5.13+5.38 -3.93+2.02
Cf-5 2.70+1.03% | -2.45+0.38* -1.16£0.56
Cf-6 -1.48+0.87 | -2.40£0.21* -2.85+0.52*
Cr-9 7.66%5.01 -1.08+0.30 2.8441.19*
Mi Cf-2 -1.99+1.48 | -2.26+1.07
Cf-3 3.82+2.00 -34.2910.00
Cf-6 -3.85+2.13 | 1.75+0.66 -6.39+4.02
Cr-9 -1.66+1.25 ‘ 1.63+0.37 -3.66+2.13

*P<0.05 t testi sonuglari 6nemli bulunanlar. Kirmizi renk: gen ifadesi artisini, mavi renk:
gen ifadesi azalisini temsil etmektedir
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BUe 72/3 B3/3 M1 ANT29
cf-2  4.gin 7
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8.gln
12.gln
16.gln -
cf-6  4.gin
8.glin
12.glin
16.gin
Cf-9  4.gln
8.glin
12.giin
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Sekil 4.14 PR-2 geni 1s1 haritasi

PR-2 gen bolgesi i¢in olusturulan 1s1 haritasinda, Irk2 BUG6 izolatinda gen ifadesi
genellikle artis gosterirken, 2.4.5.9.11 ki olan ANT29 izolatinda gen ifadesinin
genellikle azalis gdsterdigi belirlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.15 PR-2 genindeki ifade degisiminin tek grafikteki goriinlimii
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PR-2 geninde en yiiksek diizeydeki gen ifadesi artiglar1 genellikle 12. glinde olmustur.
Cf-9 domates genotipinde diger genotiplerden farkli olarak 8. giindeki ifade artiglarinin
genellikle daha yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir (Sekil 4.15).

4.10.2 PR-5 geni ifade analizi

Her bir izolatin PR-5 geni ifade profili sekil 4.16°da verilmistir. T testi sonuglarina gore,
4. glinde Z2/3 ve BUG6 izolatlarinda Cf-2, Cf-6, Cf-9 genotiplerinde ifade artisi; B3/3 ve
M1 izolatlarinda Cf-2 ve Cf-9 genotiplerindeki ifade artis1; ANT29 izolatinda Cf-2 ve Cf-
6 genotiplerindeki ifade azalis1 6nemli bulunmustur. 8. glinde Z2/3 ve B3/3 izolatlarinda
Cf-2 genotipindeki ifade artisi; Z2/3 izolatinda Cf-5 ve Cf-6, BU6 izolatinda Cf-5, ANT29
izolatinda Cf-5, Cf-6 ve Cf-9, M1 izolatinda Cf-2, Cf-5 ve Cf-6 genotiplerindeki ifade
azaligt onemli bulunmustur. 12. giinde Z2/3 izolatinda Cf-2 ve Cf-6, BU6 izolatinda Cf-
2 ve Cf-5, ANT29 izolatinda Cf-2, Cf-5 ve Cf-6 genotiplerindeki ifade artisi; Z2/3
izolatinda Cf-9, B3/3 izolatinda Cf-2, M1 izolatinda Cf-5, Cf-6 ve Cf-9 genotiplerindeki
ifade azalis1 6nemli bulunmustur. 16. giinde Z2/3 izolatinda Cf-2 genotipindeki ifade
artig1; Z2/3 ve M1 izolatlarinda Cf-9, BU6 izolatinda Cf-5 ve Cf-6, B3/3 izolatinda Cf-2
ve Cf-9, ANT29 izolatinda Cf-5, Cf-6 ve Cf-9 genotiplerindeki ifade azalis1 6nemli
bulunmustur (Cizelge 4.9).
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ANT29 PR-5
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Sekil 4.16 PR-5 geninde Z2/3, BU6, B3/3, ANT29 ve M1 izolatlarindaki gen ifadesi
seviyeleri. Hata cubuklar1 standart sapmay1 gdstermektedir
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Cizelge 4.9 PR-5 geni 4, 8, 12 ve 16. giinlerdeki 24V degerleri

-1.06+0.81

1.62+0.49

8.5745.02

2.2+0.9
1.75+£1.77

1.05+0.18

1.27+0.33

16.glin

2.46+2.46

1.76+0.43

1.25+0.39

-1.31+0.71

-1.01+0.06

-1.22+0.21

-7.91£5

-12.4148.38

-3.04+1.06

-5.88+6.16

Izolat | Genotip
223 | Cf2
BU6
B3/3

Cr6
ANT29 | C£2
Ml | Cf2

12.99+8.08

-10.59+8.24

-2.07+0.06

1.31+0.05

4.9443.10

-1.39+0.35

-2.11+3.04

2.24+0.61

-56.17+£20.01

-1.47+£0.15

-1.27+1.17
1.43+0.34

-6.96+4

-24.48+10.02

-55.4+22.12

-1.39+0.47

-57.61£20.11

-4.54+3.01

*P<0.05 t testi sonuglart 6nemli bulunanlar. Kirmizi renk: gen ifadesi artigini, mavi
renk: gen ifadesi azaligini temsil etmektedir
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Sekil 4.17 PR-5 geni 1s1 haritasi

PR-5 gen bolgesi log2 ifade degerleri ile olusturulan 1s1 haritasinda, 2.4.5.9.11 1rki olan

ANT?29 izolatinda 12. giin disinda biitiin genotiplerdeki ifade seviyelerinin daha diisiik
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.18 PR-5 genindeki ifade degisiminin tek grafikteki goriiniimii
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PR-5 geninde en yiiksek diizeydeki ifade artiglar1 genellikle 4. giinde belirlenmistir.
2.4.5.9.11 irk1 olan ANT29 izolat1 ile enfekte edilen bitkilerde 8 ve 16. giinlerde yiiksek
diizeyde ifade azalislarinin oldugu belirlenmistir (Sekil 4.18).

4.10.3 Why?2 geni ifade analizi

Her bir izolatin Why2 geni ifade profili sekil 4.19°da verilmistir. T testi sonuglarina gore,
4. glinde Z2/3 izolatinda Cf-2 ve Cf-9, BU6 izolatinda Cf-5, Cf-6 ve Cf-9, ANT29
izolatinda Cf-2 ve Cf-5 genotiplerindeki ifade artisi; B3/3 izolatinda Cf-5, Cf-6 ve Cf-9,
M1 izolatinda Cf-2, Cf-5 ve Cf-6 genotiplerindeki ifade azalis1 6nemli bulunmustur. 8.
giinde Z2/3 izolatinda Cf-5, Cf-6 ve Cf-9, BUG6 izolatinda Cf-5, B3/3 izolatinda Cf-6, M1
izolatinda Cf-6 ve Cf-9 genotiplerindeki ifade azalisi; M1 izolatinda Cf-5 genotipindeki
ifade artig1 6nemli bulunmustur. 12. giinde Z2/3 izolatinda Cf-2 ve Cf-5, BU6 izolatinda
Cf-2, Cf-5 ve Cf-9, B3/3 izolatinda tiim genotiplerde, M1 izolatinda Cf-2 genotipindeki
ifade artis1 onemli bulunmustur. 16. giinde Z2/3, B3/3 ve ANT29 izolatlarinda Cf-5
genotipinde, BU6 izolatinda Cf-2, Cf-5 ve Cf-6 genotiplerindeki ifade artisi; Z2/3
izolatinda Cf-2 ve Cf-6 genotiplerindeki ifade azaligi 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.10).
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Sekil 4.19 Why2 geninde Z2/3, BU6, B3/3, ANT29 ve M1 izolatlarindaki gen ifadesi

seviyeleri. Hata ¢ubuklar standart sapmay1 gostermektedir
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Cizelge 4.10 Whirly geni 4, 8, 12 ve 16. giinlerdeki 2“4V degerleri

Izolat Genotip | 4.glin 8.giin 12.giin 16.giin
Z2/3 Cf-2 -1.53+0.42 -2.63+£0.376*

cr-5 1.38+1.20 -67.58+9.93*

cr-6 -7.23+4.01 -82.52+19.88* | 33.21+12.05 -22.0949.06*

cr-9 -14.88+6.81* | 3.72+0.79 -10.78+5.11
BU6 Cf-2 1.60+0.50 4954211

cr5 -14.86+2.01%*

Ccr-6 -1.24+0.79 15.38+6.2

Ccr-9 -2.35+0.81 2.45+0.21
B3/3 Ccr-2 2.90+0.53 -11.77+£5.70 2.41+0.83

Cf-5 -90.61£18.02* | -55.59+20.03

cr-6 -96.67+13.46* | -10.61+4.57* -2.39+3.88

cr-9 -90.16+4.69* 1.16+0.39 4.13+1.84
ANT29 | Cf-2 -15.9648.12 -2.40+1.23 -1.44+3.57

cr-5 -14.9847.05 -2.01£0.16

Ccr-6 2.8242.03 -1.02+0.26 10.65+3.55 -1.60+0.56

cr-9 -78.854+20.01 -1.38+0.005 4+0.31 1.12+0.008
M1 cr2 -3.34+0.69* 2.58+0.93 -2.20+1.42

cr5 -5.80+0.28%* 7.60+0.37 2.20+4.58

Cr-6 -3.90+0.30* -3.08+0.10* 10.33+1.04 -3.78+4.96

cr-9 -1.85£1.69 -6.59+2.29% -11.60+6.02 -2.25+0.61

*P<0.05 t testi sonuglar1 nemli bulunanlar. Kirmizi renk: gen ifadesi artisini, mavi renk:
gen ifadesi azalisini temsil etmektedir
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Sekil 4.20 Why2 geni 1s1 haritasi

Why2 geni 1s1 haritasinda PR-2 geninde oldugu gibi viriilenti diisiik olan 1rk2 BU6
izolatinda gen ifadesi seviyelerinin diger irklara gére daha yiiksek oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.20).
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Sekil 4.21 Why2 genindeki ifade degisiminin tek grafikteki goriiniimii

Why2 geninde PR-2 geni ile benzer sekilde genellikle 12. giinde en yiiksek diizeyde ifade
artist belirlenmistir. Irk 2.5 Z2/3, irk 2 BUG6, 1rk 2.5.9 B3/3 izolatlar1 ile enfekte edilen Cf-
5 dayaniklilik geninin iceren domates genotipinde 12 ve 16. giinlerde ifade artislar
belirlenmistir. Irk 2.4.5.9.11 ANT29 izolati ile enfekte edilen Cf-5 genotipinde 16. glinde
ifade artis1 olmustur. Yani diger genotiplerden farkli olarak Cf-5 genotipinde 16. giinde
de gen ifadesinin yiiksek diizeylerde oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.21).



4.10.4 Avr9 geni ifade analizi

Her bir izolatin Avr9 geni ifade profili sekil 4.22°de verilmistir. T testi sonuglarina gore,
4. giinde Z2/3 izolatinda Cf-6 genotipindeki ifade azalisi; BU6 izolatinda Cf-5, B3/3
izolatinda Cf-9, ANT29 izolatinda Cf-5 ve Cf-9 genotiplerindeki ifade artisi 6nemli
bulunmustur. 8. giinde Z2/3 izolatinda Cf-5 ve Cf-6, ANT29 ve M1 izolatlarinda Cf-2,
Cf-5 ve Cf-9 genotiplerindeki ifade azalis1 6nemli bulunmustur. 12. giinde Z2/3 ve M1
izolatlarinda Cf-2, BU6 izolatinda Cf-2, Cf-5 ve Cf-9 genotiplerindeki ifade artisi;; M1
izolatinda Cf-5 genotipindeki ifade azalis1 onemli bulunmustur. 16. giinde BU6 izolatinda
Cf-6, B3/3 izolatinda Cf-2 ve Cf-9, ANT29 izolatinda Cf-6 ve Cf-9 genotiplerindeki ifade

azalist 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.11).
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Sekil 4.22 Avr9 geninde Z2/3, BU6, B3/3, ANT29 ve M1 izolatlarindaki gen ifadesi
seviyeleri. Hata cubuklar1 standart sapmay1 géstermektedir
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Cizelge 4.11 Avr9 geni 4, 8, 12 ve 16. giinlerdeki 242V degerleri

Izolat Genotip | 4.giin 8.giin 12.giin 16.giin

72/3 Ccr-2 1.03+£0.15 1.88+1.59 -1.29+0.16
Cr-5 -3.00£2.5 -8.25+0.74* -1.35+£0.67 1.04+1.03
Ccr-6 -2.87+40.09* | -39.12+£6.27* | -1.70+0.20 -7.09+4.72
Ccr-9 -1.10+0.11 -1.93+0.69 -1.08+0.04 -2.58+0.11

BU6 Cr-2 1.87£1.85 2.23+1.35 -3.13+3.17
cr-5 -2.73+1.29 -1.76x0.74
Ccr-6 1.17+0.02 2.61+1.34 -1.00+1.11 -2.31+0.63*
Ccr-9 1.03+0.14 1.16+0.37 -1.55+0.37

B3/3 Ccr2 -1.51+0.42 -1.26+0.43 6.87+6.02 -2.03+0.17*
cr-5 2.394+2.56 -3.32+1.93 1.52+1.17 -2.02+0.37
Cf-6 2.23+£1.08 -2.69+1.75 3.45+2.70 -11.5149.00
Ccr9 -3.63£2.10 7.16+4.6 -3.22+0.18%*

ANT29 | Cf-2 1.25+0.17 -2.07+0.35* 6.25+3.93 -44.99+20.01
Ccrs -15.67+£4.79* | 1.44+2.90 -12.76+6.12
Cf-6 -1.57+1.07 -1.75+1.04 2.92+2.9 -17.75£2.76*
Ccr-9 -5.48+0.27* 1.14+0.64 -15.56+0.27*

M1 Cf2 -1£0.14 -6.96=1.38* - -1.2620.29
Ccr-5 -1.08+0.18 -2.62+0.28* -3.75+0.21* | -47.29+20.03
Cf-6 -1.31+0.19 -6.18+4.00 -6.07+1.19 -5.7243.5
Ccr-9 2.07 +£1.67 -4.52+0.06* -1.70+0.43 -2.68+0.66

*P<0.05 t testi sonuglari 6nemli bulunanlar. Kirmizi renk: gen ifadesi artisini, mavi renk:
gen ifadesi azalisini temsil etmektedir
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Sekil 4.23 Avr9 geni 1s1 haritasi

Avr9 geni 1s1 haritasinda, BU6, B3/3 ve ANT29 izolatlar1 ile Z2/3 ve M1 izolatlar1 1s1
haritasinda yaklagik olarak benzer profil gostermistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.24 Avr9 genindeki ifade degisiminin tek grafikteki gorliiniimii

Avr9 geninde genellikle istatistiksel olarak onemli olan ifade artislarinin 4 ve 12.

giinlerde, ifade azaliglarinin ise 8 ve 16. giinlerde oldugu belirlenmistir (Sekil 4.24).
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5. TARTISMA ve SONUC

izolasyon calismalarimizda Cladosporium tiirlerinin F. fulva ile birlikte bulundugu
gbzlenmistir. Daha Once yapilan ¢alismalarda da F. fulva ile Cladosporium tiirlerinin
yaprak kiifli lezyonlarinda birlikte bulunduguna dair raporlar bulunmaktadir (Medina vd.
2015, McGilp 2018, Sudermann vd. 2022). F. fulva ile Cladosporium tiirlerinin iliskisine
dair ¢ok az sey bilinmektedir (McGilp 2018). Diger taraftan sera domatesinde patojen
olarak rapor edilen Cladosporium oxysporum tiirii bulunmaktadir (Lamboy vd. 1997,

Huang vd. 2013).

Fulvia fulva ile birlikte bulunan tiirlerin /7S, S-tubulin ve TEF-Ila bolgelerine gore
gergeklestirilen filogenetik analizlerle tiir teshisleri yapilmistir. /7S ve TEF-1a bolgeleri
ile ayr1 ayr olusturulan filogenetik agaclarin F. fulva ve diger Cladosporium tiirlerinin
ayrimini sagladigi, TEF-1a bolgesinin ayn1 zamanda C. pseudocladosporioides tiiriiniin
ayrimini sagladigi rapor edilmistir (McGilp 2018). C. pseudocladosporioides, C.
cladosporioides, C. sphaerospermum tiirleri F. fulva ile ayn1 lezyonda tespit edilmis olan

Cladosporium tiirleridir (Medina vd. 2015, McGilp 2018).

Daha once yapilan ¢alismalarda patojenin farkli virtilent spektrumuna sahip 18 1rki (0, 2,
4,5,9,24,25,29, 409, 411, 2409, 24.11, 259, 459, 49.11, 2.4.5.11, 2.49.11,
2.4.5.9.11) tanimlanmistir (Lindhout vd. 1989, Rollan vd. 2013, Li vd. 2015, lida vd.
2015, Yoshida vd. 2021). Bunlardan bazilarinin (2.9, 4.9, 4.5.9 ve 4.9.11) sadece
Japonya’da bulundugu tespit edilmistir (Iida vd. 2015). Patojenin 2.4.9 irk1 ise sadece Cin
ve Japonya’da rapor edilmistir (Li vd. 2015, Yoshida vd. 2021). Bu ¢alismada ise 2, 2.4,
2.5,29,2.11,2.4.5,2.5.9,2.4.11,2.5.11,2.9.11 ve 2.4.5.9.11 olmak iizere toplam 11 1rk
tanimlanmistir. Bu wrklardan 2.11, 2.4.5, 2.4.11, 2.5.11, 2.9.11 wrklar1 daha 6nce rapor

edilmemistir.

Fulvia fulva Avr bolgelerinin klonlanmasiyla birlikte farkli izolatlarin Avr bolgelerindeki
mutasyonlar tespit edilmeye baglanmistir (Van Den Ackerveken vd. 1992, Joosten vd.
1994,1997, Luderer vd. 2002, Westerink vd. 2004, Mesarich vd. 2014). Avr bolgesindeki
mutasyonlarin tespiti ile ilgili genis kapsamli bir calisma Stergiopoulos vd. 2007a

tarafindan Avr2, Avr4, Avr4E, Avr9 bolgelerine gore yapilmistir. Daha sonraki yillarda da
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bu konuda ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Iida vd. 2015, Lucentini vd. 2021, Novak vd.
2021).

Fulvia fulva’nin Avr genleri olmayan izolatlarinin oldugu rapor edilmistir (Stergiopoulos
vd. 2007a, Iida vd. 2015, Yoshida vd. 2021). Avr5 ve Avr9 geninin olmamasina dayanarak
irklarin molekiiler olarak da tespit edildigine dair ¢aligmalar olmakla birlikte (lida vd.
2015, Medina vd. 2015, Bernal-Cabrera vd. 2021), bu c¢alisma kapsaminda
gerceklestirilen PCR testlerinde kullanilan izolatlarin Avr genlerinin amplifiye oldugu
tespit edilmistir. Irklar sadece Avr genlerinin kaybi ile degil ayn1 zamanla bu genlerdeki

mutasyonlar nedeniyle de olusabilmektedir.

Fulvia fulva’nin rklarinda gozlenen kompleks virtilent spektrumu mutasyonun disinda,
pozitif se¢ilim ve genetik rekombinasyondan kaynaklanmaktadir (Stergiopoulos vd.

2007a).

Belirli bolgelerde sinirli oldugu tespit edilen yeni irklarda, bitkilerde viriilenslige sebep
olan Avr genlerinde bircok yeni DNA modifikasyonlar1 tanimlanmistir (Iida vd. 2015).
Avr bolgelerinde gozlenen allelik varyasyonun ¢ogunun, hastaliga dayanikl ticari ¢esitler
nedeniyle patojenin se¢ilim baskisina maruz kalmasindan kaynaklandig1 onerilmektedir
(Stergiopoulos vd. 2007a). Irk O izolatlarimin yabani tip Avr genlerini igerdigi
diistintildiigli i¢in, bu 1rkin Avr genlerinin sekanslar1 mutasyonlarin tespitinde referans

olarak kullanilmaktadir (Stergiopoulos vd. 2007a, lida vd. 2015).

Bu c¢alismada F. fulva referans sekanslar1 kullanilarak Avr genlerindeki polimorfizm
arastirilmistir. 4Avr2 geninde daha 6nce Stergiopoulos vd. (2007a) ve Sudermann vd.
(2022) tarafindan rapor edilen mutasyon bu ¢alismada da tespit edilmistir. Stergiopoulos
vd. (2007a) tarafindan rapor edilen c¢.2T>C mutasyonu bu caligmada Z2/3 izolat1
disindaki biitiin izolatlarda c.29T>C olarak rapor edilmistir. Bu mutasyon disinda tespit
edilen mutasyonlar ve protein degisimleri Tirkiye’deki izolatlarin Avr2 bolgesinde
bulunmamaktadir. Avr2 bolgesinde tespit edilen c.43linsA ve ¢.429-430AG>GA

mutasyonlar1 protein kodlayan bolgenin disinda bulunmaktadir (EK 1).
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Sekanslanan izolatlarin Avr4 bolgesinde mutasyon tespit edilmemistir. Avr4E geninde
tespit edilen ¢.577-578insG, ¢.577-578insGG ve Avr9 geninde tespit edilen ¢.567A>G,
¢.582-583insG mutasyonlar1 protein kodlayan bolgenin diginda bulunmaktadir (EK 1).
Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda da 4Avr9 geninde tespit edilen mutasyonlarin protein
kodlayan bolgenin disinda oldugu belirtilmistir (Lucentini vd. 2021). Avr5 geninde tespit
edilen c.1104G>A mutasyonu ise glisin (G) aminoasitinin aspartik asite (D) doniismesine

neden olmustur. Izolatlarin cogunda Avr5 geninin yabani tipte oldugu belirlenmistir.

Novak vd. (2021) yayminda Avr2 bolgesinde, Lucentini vd. (2021) tarafindan Avr2, Avr4
ve Avr4E bolgelerinde rapor edilen mutasyonlarin bu ¢alismada sekanslanan izolatlarda

bulunmadig dizi karsilastirmalari sonucunda belirlenmistir.

Fulvia fulva wklart MATI-1 ya da MATI-2 genlerini igermektedir (Stergiopoulos vd.
2007b, Tida vd. 2015). Mycosphaerellaceae familyasinda anamorf ve telemorflar1 olan
funguslar bulunmaktadir (De Wit vd. 2009). F. fulva mating tip genlerinin kodladig1
proteinler Mycosphaerellaceae familyasindaki Cercospora beticola and Mycosphaerella
graminicola gibi tiirlerin mating tip proteinleri ile yiiksek derecede homoloji

gostermektedir (Stergiopoulos vd. 2007b).

AFLP analizleri, bu patojenin sadece aseksiiel olarak {ireyen patojenlere gore genotipik
cesitliliginin oldukca yiiksek oldugunu gdstermistir. Bu nedenle bu patojenin seksiiel
olarak iireyebilecegi, ancak patojenin epidemiyolojisinde aseksiiel iiremenin baskin
oldugu Onerilmistir. Ayrica F. fulva’nin mating tiplerinde 1-1 oranindan sapma oldugu
icin patojenin epidemiyolojisinde aseksiiel iiremenin baskin oldugu Onerilmistir

(Stergiopoulos vd. 2007b).

Fulvia fulva' da eseyli iireme olabilecegi belirtilmigse de (Stergiopoulos vd. 2007b), su
ana kadar eseyli Tlireme yapisina rastlanmamistir. Eseyli iireme yapilar
tanimlanmamasina ragmen, ¢cogu asekstiel tiirdeki MAT genlerinin dagilimi eseyli olarak
ireyebileceklerini gostermektedir (Ramirez-Prado vd. 2008). Benzer sekilde, bizim
calismamizda da F. fulva'nin mating tip dagilimma baglh olarak Tiirkiye

populasyonlarinda eseyli liremenin olabilecegi sdylenebilir.
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Farkl1 iilkelerden elde edilen izolatlarla yapilan ¢aligmada mating tip dagiliminin farklilik
gosterdigi belirlenmistir (Stergiopoulos vd. 2007b). Tiirkiye’den elde edilen 4 izolatin
mating tipinin esit dagilim gosterdigi rapor edilmistir (Stergiopoulos vd. 2007b). Cogu
tilkeden elde edilen izolat sayisinin diisiik olmasi patojenin mating tip dagiliminin
yorumlanmasini zorlastirmaktadir. Bu tez ¢alismas1 (%26) ile benzer sekilde, Japonya
izolatlar1 ile yapilan ¢alismada MAT-2 mating tipinin %73 oraninda (lida vd. 2015),
Amerika izolatlar1 ile yapilan c¢alismada ise MATI-2 mating tipinin %70 oraninda

(Sudermann vd. 2022) daha yaygin oldugu rapor edilmistir.

Eseyli olarak iireyebilen heterotallik patojen populasyonlarinda yiiksek genetik ¢esitlilik
ve mating tiplerin esit dagilimi beklenmektedir (Vaghefi vd. 2017). AFLP analizine gore,
F. fulva'min genotipik ¢esitliliginin aseksiiel olarak iireyen funguslara gore oldukga
yiiksek olmasi eseyli olarak lireyebilecegini gostermekle birlikte, epidemiyolojisinde
aseksiiel iiremenin baskin oldugu ileri siiriilmiistiir (Stergiopoulos vd. 2007b). Benzer
sekilde, Ascomycetes sinifinda yer alan ve dogada eseyli lireme yapisi tespit edilmemis
heterotallik bir tiir olan, Cercospora beticola'nin yiiksek genetik ¢esitliligi nedeniyle bazi

populasyonlarinda eseyli tiremenin olabilecegi bildirilmistir (Groenewald vd. 2008).

Mating tip genleri funguslarin evrimi ve biyolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Fungusun her iki mating tipi de survey alanlarinda belirlenmistir. Fungusun eseyli tireme
yapist tespit edilmemis olmakla birlikte, mating tiplerin dagilimi fungusun seksiiel olarak
iireyebilecegini ve fungusun genetik cesitliligine etki edebilecegini gdstermektedir.
Tirkiye’deki F. fulva mating tip populasyonlarinin birbirine yakin oranlarda olmasi

mating tiplerinde giiglii secilim baskisinin olmadigin1 gostermektedir.

Eseyli tiremenin, genetik ¢esitliligi arttirmasinin yani sira patojenlerin viriilent alellerinde
yeni kombinasyonlarin ortaya ¢ikmasina (McDonald ve Linde 2002) neden olabilecegi
ifade edilmektedir. Bu durumda dayaniklilik genlerini asabilen daha viriilent irklarin

ortaya ¢ikmasina neden olabilir.

Mating tip lokuslar1 funguslarda eseyli ilireme, evrimsel biyoloji ve populasyon
genetiginde kilit bir role sahiptir (Whittle ve Johannesson 2011). F. fulva'nin MATI-1-1

ve MATI-2-1 lokuslarinin islevselligi heniliz arastirilmamis olmasina ragmen,
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Mycosphaerella'nin eseyli olarak lireyen iiyelerine olduk¢a benzer oldugunu igin F.
fulva’nin mating tip genlerinin hala islevsel oldugu 6ne siiriilmiistiir (Stergiopoulos vd.

2007b).

Funguslarda, eseyli lireme tipik olarak bir veya daha fazla mating tip lokusu igeren kii¢iik
kromozomal bdlgeler tarafindan diizenlenmektedir (Whittle ve Johannesson 2011).
Heterotallik tiirlerde, her haploitte iki MAT idiomorfundan sadece biri bulunmaktadir
(Billiard vd. 2011). Dothideomycetes sinifindaki (Debuchy vd. 2010) diger heterotallik
tiirlerde oldugu gibi, F. fulva mating tip lokusunda her MAT idiomorfu bir alfa domain
(MATI-1-1) veya HMG domainine (MATI-1-2) sahiptir. Ancak, F. fulva MAT
idiomorflari, Dothideomycetes sinifindaki tiirlerin aksine ilave ORF homolog bolgelerine
sahiptir. MATI-1 idiomorfundaki ORF1-1-2 ve MATI-2 idiomorfundaki ORF1-2-2
kismen zit idiomorfta da bulunmaktadir (Stergiopoulos vd. 2007b).

Idiomorflar birbirinden oldukca farkli olmasina ragmen, 8 bp kadar kiiciik benzerliklerin
bile nadiren goriilen homolog rekombinasyonu tesvik etmek i¢in yeterli olabilecegi
belirtilmektedir. Idiomorflar arasinda benzer olan bu bolgeler rekombinasyona neden
olabileceginden, homotalizmin heterotalizmden tiiredigi hipotezi 6ne siiriilmiistiir (Yun
vd. 1999). Bu goriise dayali olarak, F. fulva mating tip idiomorflarinda bulunan ORF
homolog bolgeleri, populasyonda zit mating tip idiomorfu olmasa bile nadiren de olsa

rekombinasyonun meydana gelebilecegini gostermektedir.

Fulvia fulva'nmin aseksiiel olarak ¢ogaldigi, birincil ve ikincil enfeksiyonlara neden oldugu
bilinmektedir. Bu ¢alismada patojenin mating tip dagilimina baglh olarak eseyli olarak
cogalabilecegi sOylenebilir. Ancak eseyli iireme yapis1 heniliz dogada veya laboratuvar
kosullarinda gozlemlenmemistir. Egeyli liremenin F. fulva'nin irk olusumu iizerindeki

etkisine dair de veri bulunmamaktadir.

Avr genleri arasinda polimorfizm tiplerinde genis farkliliklar gozlenirken, Ecp genlerinde
sinirli sayida polimorfizm gozlenmistir. Avr ve Ecp efektor genlerinde goézlenen
polimorfizme dayanarak olusturulan haplotip ag1 genetik rekombinasyonun meydana

geldigini gostermistir (Stergiopoulos vd. 2007a). Mating tip bdlgesi ve Avr genlerinin
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sekanslar1 izolatlarin genotiplerinin belirlenmesi ve genetik evrim g¢aligmalart i¢in de

kullanilmaktadir (Iida vd. 2015).

Daha o6nce lida vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, mating tipleri ve Avr
genlerindeki mutasyonlara dayanarak patojenin 41 genotipi tanimlanmistir. Bu ¢caligmada
Avr genlerindeki mutasyon farkliliklari ve mating tip grubuna gore 14 genotip
belirlenmistir. Bu ¢alismada elde edilen mutasyonlar Iida vd. (2015) tarafindan rapor
edilen mutasyonlardan farkli oldugu icin genotipler de farkli genotip olarak rapor

edilmektedir.

Hiicreler arasi sivida uyumsuz interaksiyonda uyumlu interaksiyona gore 2-4 (De Wit vd.
1986) ve 4-6 (De Wit ve Van Der Meer 1986) giin dnce protein birikiminin oldugu rapor
edilmistir. Bu ¢alismalarda hiicreler arast sivi kullanilmigtir. Bu ¢alismada ise tiim
yapraktaki yani hem hiicre i¢i hemde hiicreler arasindaki sividaki PR gen ifadesi degisimi

arastirilmistir.

Uyumlu uyumsuz interaksiyon durumunda PR-2 ve bazi diger savunma ile iliski diger
protein ve bilesenlerin en yiiksek diizeye ulastigi giinle ilgili yayinlarda farkhiliklarin
oldugu goriilmektedir. Joosten ve De Wit (1989), uyumsuz interaksiyonda
inokulasyondan sonraki 6. giinde glukanaz ve kitinaz aktivitesi gosteren iki PR
proteininin maksimum diizeye ulastigini, 14. gline kadar da kismen sabit kaldigini, P14’
iin birikmesinin ise 8. glinde maksimum diizeye ulagtigini daha sonra azaldigini, uyumlu
interaksiyonda ise inokulasyondan sonraki 14. giine kadar kitinaz, B-1,3 glukanaz ve
birkag¢ diger proteinin siirekli arttigini rapor etmistir. Van Kan vd. (1992), intraseliiler -
1,3 glukanaz (PR-2)’nin her iki interaksiyonda da inokulasyondan sonra 4. giinde yiiksek
diizeye ulastigini rapor etmistir. Diger bir calismada ise B-1,3 glukanaz ve kitinaz
aktivitesinin ¢ogu durumda uyumsuz interaksiyonda inokulasyondan sonraki 12. giinde
en yiiksek diizeye ulastigi, Western Blot analizinde ise uyumlu interaksiyonda 12. giinde
PR proteinlerinin en yliksek konsantrasyona ulastigi rapor edilmistir (Wubben vd. 1993).
Bu tez ¢alismasinda Wubben vd. (1993)’in ¢aligmasina benzer sekilde PR-2 gen ifadesi

12. giinde en yliksek diizeye ulagmistir.
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Uyumlu ve uyumsuz interaksiyon durumunda benzer proteinlerin biriktigi, ancak
uyumsuz interaksiyonda bu proteinlerin daha once biriktigi rapor edilmistir (De Wit ve
Bakker 1980, De Wit vd. 1986, De Wit ve Van Der Meer 1986, Joosten ve De Wit 1989,
Van Kan vd. 1992, Wubben vd. 1993). Bu tez ¢alismasinda da uyumlu ve uyumsuz
interaksiyon durumunda calismada kullanilan genlerin ¢ogunlukla ifade oldugu

belirlenmistir.

Fulvia fulva uyumlu uyumsuz interaksiyon ¢aligmalari genellikle Cf-4+1rkS ve Cf-5+irk4
interaksiyonu kullanilarak yapilmistir (De Wit ve Flach 1979, De Wit ve Bakker 1980,
Joosten ve De Wit 1989, Wubben vd. 1993). Bu tez calismasinda ise 1rk5 izolat1 ve Cf-4
genotipi kullanilmamistir. Bu nedenle irk ve genotip diizeyinde uyumlu ve uyumsuz

interaksiyon durumundaki ifade artig ve azalislar tartisitlamamustir.

Irk 5 F. fulva ile enfekte edilen Cf-0 bitkisinde Avr5 geninin 4, 8, 12 ve 16. giinlerde gen
ifadesinde artisin oldugu (Mesarich vd. 2014), itk 0 ile enfekte edilen Cf-0 bitkisinde
Ecp20-2 geninin ise 9, 12, 14 ve 16. gilinlerde gen ifadesinin arttig1 rapor edilmistir
(Karimi vd. 2022). Bu tez ¢alismasinda kullanilan Avr9 geninde farkli irklarin Cf-2, Cf-
5, Cf-6 ve Cf-9 genotiplerinde 4, 8, 12 ve 16. giinlerdeki ifade seviyelerinde artis ve

azaliglarin oldugu belirlenmistir.

Baz1 funguslar 100’e kadar efektor liretebilmektedir. Her bir efektoriin viriilenslige esit
olarak katki yaptig1 varsayilirsa, bir efektoriin viriilenslige katkis1 sadece %1 olacaktir.
%1’lik virtilenslik farkim1  deneysel olarak gdstermenin olduk¢a zor oldugu
belirtilmektedir (De Wit 2016). Bu nedenle, bu calismada ifade profili arastirilan Avr9
geninin viriilenslige katkis1 tartisilamamistir. Cilinkii her bir irkta viriilenslige etki eden
cok sayida efektor bulunmaktadir. Ancak 4vr9 geninde savunma ile iligkili genlere benzer
sekilde 4. ve 12. giinlerde genellikle istatistiksel olarak Onemli ifade artis1 tespit

edilmistir.

PR, Why ve Avr9 genlerinin ifadesi hem biyotik hem de abiyotik faktorlerden
etkilenmektedir. Doga kosullarinda diisiiniildiigli zaman topragin azot miktari, tuz ve su
orani bu genlerin ifadesinde azalma ya da artisa neden olabilecegi gibi biyotik faktorlere

kars1 savunma tepkilerinin olusturulmasini da etkileyebilirler.
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Fulvia fulva’ya karst whirly genlerinin ifade profillerinin belirlenmesine yonelik bir
caligsma yapilmamistir. Bu nedenle bu ¢alismada elde edilen veriler tartisilamamistir. Bu

caligsmada 4. ve 12. giinlerde gen ifadesinde 6nemli artislarin oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak bu ¢aligma kapsaminda kullanilan PR-2 ve PR-5 familyalarindaki iki adet
soly geninin viriilent 1rk ile enfekte olan domates genotiplerindeki ifade seviyesinin diigiik
oldugu sonucuna varilmistir. Fungus 1rkina bagl olarak dayaniklilikla iliskili bu genlerin

ifade seviyelerinde farkliliklarin oldugu tespit edilmistir.

PR familyasinda dayanikli ¢esit gelistirme ¢aligmalarinda kullanilabilecek soly genlerini
tespit etmek icin viriilensi yiiksek olan irklarin kullanilmasinin tavsiye edilebilecegi

diistiniilmektedir.

Gen ifadesinde artisin olmasi o genin hastalik dayanikliliginda roliiniin oldugunu
gostermektedir (Ali vd. 2018). En viriilent irka karst gen ifadesinin diisiilk olmasi
nedeniyle PR-2 (Solyc01g008620.4.1) ve PR-5 (Solyc08g080660.1.1) genlerinin
dayanikli ¢esit gelistirme calismalarinda kullanilmasi miimkiin olmayabilir. PR-2 ve PR-
5 familyasindaki farkli soly genlerinin viriilent irka kars1 ifade profillerinde farkliliklar
olabilecegi, yliksek ifade diizeyi gosteren soly genlerinin dayamikli g¢esit gelistirme

caligmalarinda kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

PR-5 genlerinden tek bir Solyc08g080660 ve Solyc08g080670’ in asir1 ifadesi domateste
Phytophthora  infestans patojenine dayanikliligin  artmasma, tek bir genin
sessizlestirilmesinin ise dayanikliligin azalmasmma neden oldugu ifade edilmistir.
Solyc082080670 ile karsilastirildiginda Solyc08g080660° 1n hastaliga dayaniklilikta daha
biiylik degisime neden oldugu, her iki genin ise tek gene gore dayaniklilikta daha etkili
oldugu rapor edilmistir (Zhu vd. 2021).

Ozellikle viriilensi yiiksek olan 1klar bitkilerde savunma ile iligkili genlerin
sessizlestirilmesinde etkili olan miRNA ya da siRNA’lara sahip olabilirler. Bu durumda
savunma ile iligkili tek bir genin bile sessizlestirilmesi diger savunma ile iligkili genlerin
de ifade seviyesinde azalmaya neden olabilir. Bu da dayanikli olan bitkilerde patojenin

enfeksiyon yapabilmesine imkan saglayabilir. Bu ¢alismada PR-2 ve PR-5 genlerinde
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viriilensi yiiksek olan 1rka kars1 gen ifade seviyesindeki azalma patojendeki siRNA ya da
miRNA aracilifiyla bitkideki savunma ile iligkili gen/genlerin sessizlestirilmesinden

kaynaklanabilir.

Viriilensi yliksek olan 2.4.5.9.11 ki1 PR-2 ve PR-5 familyalarindaki soly genlerinin
sessizlesmesine neden olan siRNA veya miRNA’ya sahip olabilir. Bu irkin sSRNA’lara
sahip oldugu varsayilirsa, Why2 geninde ifade diizeyinde azalmaya neden olmamasi ise,
bu sRNA’larin Why2 genini sessizlestiremedigi ya da sRNA miktarinin Why2’yi

sessizlestirebilecek diizeyde olmadig: ile agiklanabilir.

Domateste hassas bitkilerde salisilik asit uygulanmasi durumunda PR genlerinin
aktivitesinde artis ile birlikte bitkilerde dayanikliligin gelisti§ine dair raporlar
bulunmaktadir (Spletzer ve Enyedi 1999, Lavrova vd. 2017). Salisilik asidin Ca*" ile
kombine bir sekilde kullanilmasi1 durumunda etkisinin daha yiiksek oldugu ve domateste
gri kiife kars1 dayanikliligin artmasini sagladig: bildirilmistir (Li ve Zou 2017). Benzer
sekilde kitinosan ve kitinosan nanopartikiillerinin PR genlerinin ifadesini arttirarak biotik
strese karsi toleransi arttirdigi belirtilmistir (Chun ve Chandrasekaran 2019). Salisilik asit,
Ca?", kitinosan ve kitinosan nanopartikiillerinin F. fi/va’ya kars1 domateste PR genlerinin
ifadesi tlizerindeki etkisine dair ¢aligmalar bulunmamaktadir. F. fulva’da Cf-2 ve Cf-9
aracilt dayaniklilik icin salisilik asidin gerekli olmadigina dair 6neri bulunmaktadir
(Brading vd. 2000). Bu durumda bu iki dayaniklilik genine sahip olan genotiplere salisilik
asit uygulanmasi1 durumunda PR gen ifadesinde artisin dolayisiyla dayaniklilikta artigin

olmayacag1 sdylenebilir.

PR proteinleri bitkiler i¢in savunmada etkili olmakla birlikte, bitkide birikmeleri
durumunda insanlar tarafindan tiiketildiginde baz1 saglik problemlerine neden olduklar
rapor edilmistir (Sinha vd. 2014, Arora vd. 2020). PR proteinleri hava kaynakli (polen)
ve gida alerjeni kategorisinde bulunmaktadir (Arora vd. 2020). Insan viicuduna giren PR
proteinleri, insan viicudunda sentezlenen antikorlar (IgA, IgD, IgE, I1gG ve IgM) ile
etkilesime gectigi zaman alerji ortaya ¢ikmaktadir (Arora vd. 2020). Biitiin PR protein
familyalarinin alerjen olabilme potansiyeli oldugu ve alerjiyi tetikleyebilecegi ifade

edilmektedir (Arora vd. 2020). PR proteinleri ifadesi gelistirilmis transgenik bitkilerde
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ise alerjenite ve toksisitenin artmasinin olasi olmasi nedeniyle, bu bitkilerin ticari olarak

kabul edilebilirligi iizerinde soru isaretleri oldugu belirtilmektedir (Sinha vd. 2014).

Fulvia fulva etmenine karst dayamikli gesit ¢alismalarinda Cf-12, Cf-13 ve Cf-19
dayaniklilik genlerinin etkili oldugu ve dayanikli g¢esitlerin gelistirilmesinde
kullanilabilecekleri belirtilmektedir (Zhao vd. 2016, Xue vd. 2017, Jiang vd. 2022). Cf-
Ecps aracili dayaniklilik ise heniiz ticari domates ¢esitlerinde kullanilmamaktadir. Yeni
gelistirilen ¢esitlerde Cf-Ecp genlerinin kullanilmasinin gelecekte dayaniklilik i¢in iyi bir
kaynak olabilecegi diisiiniilmektedir (De Wit vd. 2009). Ancak patojenin Avr genleri
disinda Ecp genlerinde de mutasyonlarin oldugu rapor edilmistir (Stergiopoulos vd.
2007a, Lucentini vd. 2021). Bu dayaniklilik kaynaklarina kars1 da patojenin zamanla daha

agresif irklarini olusturabilecegi diistiniilmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alismada iilkemizdeki F. fulva populasyonunda Cf-2, Cf-4, Cf-5, Cf-9
ve Cf-4/11 dayaniklilik genlerini kiran irklarin oldugu belirlenmistir. Su anda
populasyonda 1rk2’nin daha yaygin oldugu belirlenmistir. Zamanla tiim dayaniklilik
genlerini kirabilen irklarin baskin hale gelmesi durumunda bu hastaligin neden oldugu
iriin kayiplar artabilir. Arazi goézlemlerimize gore, ilaglama yapilmayan, budamanin
yapilmadigi, sik dikimin yapildigi, 6zellikle yiiksek tiinel seralarda uygun kosullarda
patojen hizla yayilarak %100 enfeksiyona neden olabilmektedir. Ilaglama yapilan
seralarda ise genellikle hastalik goriilmemektedir. Su anda patojene karsi ilag
dayanikliligimin olusmadigr diisiiniilmektedir. Ancak bu patojenin bazi ilaglara
dayaniklilk kazandigi rapor edilmistir (Watanabe vd. 2017b). Ortii alts
yetistiriciligimizde zamanla ila¢ dayamikliliginin gozlemlenebilecegi goz ardi
edilmemelidir. Hastaligin iilkemizdeki mevcut irklarinin belirlendigi bu ¢alismanin ¢oklu
dayaniklilik genlerine sahip yeni domates ¢esitlerinin 1slahinda yol gosterici olacagi
diisiiniilmektedir. Coklu Cf genlerine sahip ¢esitlerin kullanilmasinin kompleks viriilens
spektrumuna sahip yeni irklarin ortaya ¢ikmasini yavaslattigi bildirilmektedir (Iida vd.
2015). Bu nedenle hastaligin sorun oldugu yerlerde ¢oklu dayaniklilik genlerini igeren

cesitler tavsiye edilebilir.

Tiirkiye'deki mating tip populasyonlarinin esit dagilimi, F. fulva'nin eseyli lireme yapisi

belirlenememis olmasina ragmen, patojenin eseyli olarak tlireyebilecegini ve bu durumun
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fungusun genetik c¢esitliligini etkileyebilecegini gostermistir. Tirkiye'deki F. fulva
populasyonlarinin eseyli tireyebilecegi Onerisini desteklemek icin izolatlarin genetik
cesitliliginin de arastirilmasi gerekmektedir. Savunma ile iliski genlerin ifade analizleri

patojenin yeni 1rklarina kars1 dayanikli ¢esit gelistirme caligmalarina katki saglayacaktir.
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