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OZET

TATLISU KEREVITINDEKI (Astacus leptodactylus) STYAH SOLUNGAC
HASTALIGI ETKENI MANTAR Fusarium oxysporum’un PCR YONTEMI iLE
TESHISI

Yigit TASTAN
Yiiksek Lisans Tezi, Su Uriinleri Miihendisligi Anabilim Dah
Damsman: Dog. Dr. I. Tillay CAGATAY
Haziran 2018; 50 Sayfa

Bu ¢aligmada Tiirkiye’deki nehir, gol, golet gibi su kaynaklarinda dogal olarak
dagilim gosteren kerevit (Astacus leptodacylus) popiilasyonlarinda siyah solungag
hastalig1 aragtirilmigtir.

Siyah solunga¢ hastaligi etkeni mantar Fusarium oxysporum’un teshisi i¢in 6
farkli istasyondan kerevit Ornekleri toplanmistir. Laboratuvara getirilen Kkerevit
orneklerinin klinik muayeneleri gergeklestirilmis, siyah solunga¢ hastaligi belirtileri
gosteren bireylerden doku ornekleri alinarak PDA besi yerine ekimi yapilmistir. Petri
kaplarinda iireyen mantarlardan DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Ekstraksiyonu
yapilan DNA’lerden Fusarium oxysporum’un tiir tayininde kullanilan primerler
yardimiyla istenilen gen bolgesi PCR uygulamasi ile ¢ogaltilmistir. PCR {iriinlerinin
dizi analizleri gerceklestirilmistir.

Elde edilen sonuglar 1s1ginda Beysehir Golii, Golhisar Golii, Karaidemir Baraj
Golu, Karatag Goli, Manyas Goli, Taskisigi Golii kerevit popiilasyonlarinda siyah
solungag hastalig tespit edilmis, Fusarium oxysporum tiir bazinda tanimlanmis ve gen
dizileri gen bankasina girilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Astacus leptodactylus, Fusarium oxysporum, PCR, Siyah
Solungac Hastalig1

JURI: Dog. Dr. 1. Tiilay CAGATAY
Prof. Dr. Siileyman AKHAN
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ABSTRACT

PCR IDENTIFICATION OF BLACK GILL DISEASE CAUSATIVE FUNGUS
Fusarium oxysporum ISOLATED FROM CRAYFISH (Astacus leptodactylus)

Yigit TASTAN
MSc. Thesis in Department of Fisheries
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. i. Tillay CAGATAY
June 2018; 50 Pages

In this study, black gill disease in widely distributed crayfish (Astacus
leptodactylus) populations in Turkey’s ponds, rivers and lakes was researched.

Crayfish samples were collected from 6 different locations for identification of
fungus Fusarium oxysporum associated with black gill disease. Samples were brought
to laboratory and examined, tissue samples were taken and cultured on PDA medium
from crayfish that showed black gill disease symptoms. DNAs were extracted from the
isolates of fungi grew on petri dishes. Target gene part was amplified by PCR with
primers used for identification of Fusarium oxysporum and then amplicons were
sequenced.

As a result black gill disease was detected in crayfish populations of Beysehir
lake, Golhisar lake, Karaidemir dam lake, Karatas lake, Manyas lake and Tagkisig1 lake,
and Fusarium oxysporum was identified.

KEYWORDS: Astacus leptodactylus, Black Gill Disease, Fusarium oxysporum, PCR
COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. 1. Tillay CAGATAY
Prof. Dr. Siileyman AKHAN
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ONSOZ

Fusarium tiirleri morfolojik teshisi zor, cogu zaman ayirt edebilmek i¢in uzun
siiren calismalar gerektiren bir takson grubudur. Bu sebeple birgok arastirmaci
kerevitlerde Fusarium cinsini g¢alismis olmasina ragmen bugiline kadar tiir bazinda
molekiiler teshisi yapilmamustir.

Son yillarda hastalik teshisi alaninda -6zellikle mikrobiyal organizmalarda-
konvensiyonel yontemlere nazaran hizli ve etkili sonug veren molekiiler bir yontem olan
PCR daha ¢ok tercih edilmeye baslanmistir. Bu tez c¢alismasinda morfolojik olarak
ayirimi zor olan Fusarium oxysporum tiiriinii tespit edebilmek amaciyla PCR yontemi
kullanilmistir. Arastirma, Akdeniz Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Molekiiler
Biyoloji ve Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Calismalarimin
tamaminda yanimda olan, 6grencisi olmaktan gurur duydugum degerli danisman hocam
Sayin Dog. Dr. 1. Tiillay CAGATAY a gdstermis oldugu ilgi ve 6zenden dolay1 tesekkiir
ederim.

Calismalarim siiresince imkanlarindan faydalandigim Akdeniz Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii Su Uriinleri Anabilim Dali Baskanligi’na, bilgi ve tecriibelerinden
yararlandigim hocam Sayin Prof. Dr. Siileyman AKHAN’a, laboratuvar ¢aligmalari ve
tez yazim asamasinda yardimlarmi gérdiigiim Su Uriinleri Miihendisi Tuba CATLI, Su
Uriinleri Miihendisi Biisra ARLI’ya ve egitim 6gretim hayatim boyunca maddi ve
manevi desteklerini esirgemeyen aileme ¢ok tesekkiir ederim.
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Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Tatlisu Kerevitindeki (Astacus
leptodactylus) Siyah Solunga¢ Hastaligi Etkeni Mantar Fusarium oxysporum’un PCR
Yontemi ile Teshisi” adli bu ¢alismanin akademik kurallar ve etik degerlere uygun
olarak bulundugunu belirtir, bu tez calismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin

kaynagin1 gosterdigimi beyan ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR
Simgeler
~ : Yaklasik deger
um  : Mikrometre
ul : Mikrolitre
u/ul  : Birim boli mikrolitre
pug/ml : Mikrogram bolii mililitre
ml - Mililitre
mm  : Milimetre
mM  : Milimolar
°C : Santigrad derece
mg : Miligram
g : Gram
mg/l : Miligram boli litre
S : Saniye
dk : Dakika

pH : Hidrojen potansiyeli

A : Adenin
G : Guanin
C : Sitozin
T : Timin

pmol : Pikomol
dH,O : Saf su
MgCl; : Magnezyum kloriir

CaCOj3: Kalsiyum karbonat

vii



Kisaltmalar

bg

rpm
DNA
PCR
PDA
FAO
TUIK :
RAPD :
RFLP
AFLP :
UVTK:
Taq

dNTP
EPA
DHA
nrDNA:

PBS

: Baz ¢ifti

: Dongili sayis1

: Deoksiriboniikleik asit

: Polimeraz zincir reaksiyonu
: Potato dextrose agar

: Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii

Tiirkiye Istatistik Kurumu

Rastgele amplifiye olmus polimorfik DNA

: Restriksiyon fragmentlerinin uzunluk polimorfizmi

Amplifiye olmus fragmentlerin uzunluk polimorfizmi

Uluslararast Virtus Taksonomi Komitesi

: Thermus aquaticus
: Deoksiriboniikleotid trifosfat
. Eikosapentaeonik asit

: Dekosaheksaenoik asit

Nikleer ribozomal DNA

: Phosphate buffered saline soliisyonu

Bu tezde ondalik yazim olarak “,” noktalama isareti kullanilmistir.

viii
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1. GIRIS

Su tiriinleri, gerek yiiksek protein oranina sahip bir besin kaynagi olmasi gerekse
icerdigi bol miktarda vitamin, mineral ve ¢oklu doymamis yag asitleri sebebiyle insan
beslenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Su iirlinleri sektorii 1984’ten bu yana yillik ortalama %11°den fazla biiylime
gostererek en hizli biiyiiyen ve gelisen gida sektorii tinvanini almigtir (Cavdar 2009).

Diinya genelinde avcilik ve yetistiricilikten elde edilen toplam su {irtinleri
tiretimi 2015 yilinda 169,2 milyon ton olarak kayitlara ge¢mistir (Cizelge 1.1.).

Cizelge 1.1. Yillara gore Diinya su tiriinleri tiretimi (FAO 2017).

Yillar 2010 | 2011 |2012 |2013 |2014 |2015

Uretim Miktar1 (Milyon ton) | 146,8 | 153,9 | 1558 |160,7 | 164,8 | 169,2

Tiirkiye’de ise toplam su drilinleri tiretimi 2015 yilinda bir 6nceki yila oranla
%25,1 artig gostererek 672,2 bin tona ulasmistir (Cizelge 1.2.).

Cizelge 1.2. Yillara gore Tiirkiye su iiriinleri {iretimi (TUIK 2017).

Yillar 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015

Uretim Miktar (Bin Ton) | 653 | 703,5 | 644,8 | 607,5 | 537,3 | 672,2

Ulkemizde kerevit {iretimi ise yalnizca avcilik yoluyla yapilmakta ve tamamina
yakin ihrag edilmektedir (Harlioglu 2004; Erol vd. 2010). Ik defa Uluabat ve Manyas
gollerinde, 1960’11 yillarda avlanarak ihrag¢ edilen kerevit, artan talep dogrultusunda
basta Egirdir, Isikli, Beysehir, Aksehir, Eber ve Hotamis golleri olmak iizere biitiin
kerevit stoklarimizin oldugu bolgelerden avlanmistir (Ozgen 2015). 2009-2015 yillari
arasinda yillik ortalama 644 ton kerevit yakalnamistir. Bu miktar yilik ortalama 36 bin
863 ton olan tatlisu Uriinlerinin %1,7’lik kismin1 olusturmaktadir. 1985’ten sonra biiyiik
bir salgin haline gelen kerevit vebasi hastaligindan 6nce, 1979-1985 yillar1 arasinda ise
kerevit tiretimi, avlanan toplam tatlisu iirtinlerinin %18’ini olusturmakta ve biiyiik bir
ekonomik girdi saglamaktaydi (Cizelge 1.3.).

Cizelge 1.3. Y1llik ortalama tatlisu iiriinleri iiretim miktarlar1 (TUIK 2017).

Avlanan miktar (ton) 1979-1985 | 2009-2015
Toplam igsu tirtinleri 35791 36863
Kerevit 6500 644
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Bu baglamda kerevit stoklarinin yenilenmesi ve iiretimin tekrar arttirilmasi igin
kerevit hastaliklarinin arastirilmasi ve onlenmesi ekonomik agidan biiyilk 6onem arz
etmektedir.

Mikrobiyolojik hastaliklarin teshisi konvensiyonel yontemlerle yapilmasina
karsin etkili ve hizli yontem olmadigindan modern ve yeni molekiiler genetik metotlar
kullanilmaya baglanmistir. Gilinlimiizde fungal sistematikte yaygin olarak kullanilan
molekiiler yontemlerden bazilar1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), Rastgele
Amplifiye Olmus Polimorfik DNA (RAPD), Restriksiyon Fragmentlerinin Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP), Amplifiye Olmus Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi (AFLP)
olarak listelenebilir. Bu yontemler tiire ait genomik DNA’y1 ¢ogaltarak aranilan hedef
genin gen dizisinin belirlenmesine dayanmaktadir. DNA ile yapilan arastirmalar daha
giivenilir ve hizli sonuglara ulasmamizi saglamaktadir (Taylor vd. 2000).

PCR yontemi ile birkag¢ hiicreden bile ¢ok fazla sayida spesifik DNA parcasi
kopyalanabilmektedir. Bu sebeple PCR, molekiiler biyoloji alaninda kullanilmaya
baslandigindan beri ¢ok 6nemli etki yaratmistir (Erlich 1989).

Bu amagla arastirma kapsaminda farkli istasyonlardan hasta kerevit ornekleri
toplanmis ve siyah solunga¢ hastaligi belirtileri gosteren bireylerden mantar izole
edilmistir. Izole edilen mantarlar Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) kullanilarak
teshis edilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Kerevit Uretimi

Astacus leptodactylus 10 iilke (Tiirkiye, Ukrayna, Giineybat1 Rusya, iran,
Kazakistan, Belarus, Slovakya, Bulgaristan, Romanya ve Macaristan) sularinda dogal
olarak yayilim gostermektedir. Giintimiizde 27 iilkede mevcuttur. Ayrica 14 iilkeye
(Cek Cumbhuriyeti, Polonya, Almanya, Finlandiya, Danimarka, Hollanda, Ingiltere,
Litvanya, Letonya, Fransa, Isvi¢re, Avusturya, Ispanya ve Italya) asilanmistir (Kawai
vd. 2015). Anadolu’nun birgok gol, baraj golii ve akarsularinda dogal olarak bulunan bu
tiir, 1968 yilindan 1990’11 yillara kadar 1yi bir gelir kaynagi olmustur (Alpbaz 2005).

Astacus leptodactylus tiirii ekonomik Onemi nedeniyle yeni populasyonlarin
olusturulmasi ve kerevit vebasindan etkilenen stoklarin yenilenmesi i¢in Tirkiye’de de
bir¢ok tatlisu kaynagina birakilmistir. Bu asilama sonucunda Tiirkiye’de kerevit avciligi
yapilan 33 tatlisu kaynagi ortaya ¢ikmistir (Harlioglu 2004).

2.2. Kerevitin Biyolojisi
2.2.1. Kerevitin sistematigi

Arastirmada materyal olarak kullanilan kerevitin sistematik bilgisi Cizelge
2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Kerevitin (Astacus leptodactylus, Eschscholtz 1823) sistematigi

Alem: Animalia
Sube: Arthropoda
Alt sube: Crustacea
Sinif: Malacostraca
Takim: Decapoda
Alt takim: Pleocyemata
Infra takim: Astacidea
Ust familya: Astacoidea
Familya: Astacidae
Cins: Astacus

Tiir: Astacus leptodactylus
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2.2.2. Kerevitin morfolojisi

Bas bolgesinde gozler hari¢ 5 ¢ift ekstremite vardir. Bunlardan bir cifti kisa
antenler, bir ¢ifti de uzun antenlerdir. Diger 3 ¢ift ekstremite ise, agiz parcalaridir. Bir
¢ifti mandibiil, bir ¢ifti birinci g¢eneler, bir ¢ifti de ikinci ¢eneler olarak adlandirilirlar
(Avsever 2008).

Gogiis (Toraks) bolgesi sekiz segmentten olusmaktadir. 1k iic segmentte cene
ayaklariyla bilinen maksillipedler bulunur. Sonraki 5 segment iizerinde ise yiiriime
bacaklar1 (pereipodlar) bulunur. Birinci ¢ifti olusturan bacaklar daha kuvvetli geliserek

pens olarak adlandirilan chelipedleri (kiskaglar) olusturmuslardir. ikinci ve iigiincii
ciftlerin u¢larinda da zayif gelismis kiigiik pensler bulunmaktadir (Avsever 2008).

QA Sefalotoraks
S Ggils
' ]'- Abdomen
Telson S—h
% I\

Sekil 2.1. Kerevitin morfolojik yapist, iistten goriiniim (Koning 1994)

Abdomen veya karin bolgesi olarak adlandirilan viicudun posterior kismi ¢ok
belirgin bir sekilde segmentlidir. Bu bolge, birbirleri iizerinde hareket eden 6
segmentten olusmaktadir. Son kisminda telson (kuyruk bolgesi) bulunur ve telsonun
ventralinde aniis yer almaktadir. Bununla beraber abdomen bélgesine bagli olarak
yiizme ayaklar1 ve tiropodlar bulunmaktadir (Avsever 2008).
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Kiskag

Birinci maksilliped
Ikinci maksilliped
Aguz

Uctincii maksilliped

Sekil 2.2. Kerevitin morfolojik yapisi, alttan goriiniim (Koning 1994)
2.3. Kerevitlerde Goriilen Bazit Onemli Hastaliklar
2.3.1. Kerevit vebasi

Veba; kerevitleri etkileyen en yiiksek tehlikeye sahip, enfekte olan bireyde %100
mortalite ile sonuglanan bulagic1 bir mantar hastaligidir. Hastaligin etkeni olan
Aphanomyces astaci; Avrupa, Asya ve Avustralya tiirlerine karsi patojenik olmasina
karsin Amerika kerevit tiirlerinde etkisi yoktur ya da ¢ok az bir etkiye sahiptir (Unestam
ve Weiss 1970; Unestam 1972, 1975).

Hastaligin ilk olarak 1860 yillar1 civarinda Avrupa’ya Kuzey Amerika’dan
tasindigr tahmin edilmektedir (Cornalia 1860; Alderman 1996). O zamandan beri
Avrupa’nin tamamina yayilmis, Ozellikle gegmis 35 yilda bircok iilkede (1981°de
Ingiltere, 1985°de Tiirkiye, 1987°de Irlanda) tespit edilmistir. (Alderman vd. 1984;
Baran ve Soylu 1989; Rahe ve Soylu 1989; Reynolds 1988).

Su an en bilyiik tehlike Isve¢’te olmakla beraber buradaki yerli kerevit
popiilasyonlarinin %90’ min bu hastalik sebebiyle 6ldiigli tahmin edilmektedir (Edsman
2000). Bununla beraber Aphanomyces astaci’nin 6mrii ve tasinma yolu bilgileri 140
yildir bilinmektedir (Oidtmann vd. 2002).
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Aphanomyces astaci Oomycete sinifina ait Saprolegniales takiminda yer alir.
Oomycete sinifi (yaygin olarak “water moulds” ismi ile anilir. Ayni zamanda
kahverengi alglere ve diyatomlara, gercek mantarlar olan Eumycota’dan daha yakin
akrabalardir) taksonomik olarak ger¢cek mantar kabul edilmezler. Aphanomyces astaci
Oomycota subesinde Saprolegniaceae familyasinda yer alir (Stephens 2005; Bower
2012).

Patolojisi  incelendiginde =~ Aphanomyces astaci’nin hifalarinin ~ Kerevit
kiitikiiliinlin  yumusak ve CaCOs; kisimlarina yerlestigi goriilmektedir. Direngli
kerevitlerde ise yalnmizca kiitikiil tabakasi ile sinirlidir. Hifalar ayn1 zamanda ventral
sinirlerde ve beyin gangliyonunda da gelisebilir. Ancak bu biiylime seyrek olabilir ve
histolojik muayenede farkedilmeyebilir. Organlarda ise hifalar, ¢cogunlukla gozde, gok
nadir olarak da diger organlarda goriiniir ve hastalik ¢ok fazla ilerlemedigi siirece
kaslara ulagsmazlar (Stephens 2005).

S6z konusu hastaligin teshisinde klinik muayene belirtileri farklilik gosterebilir,
baz1 kerevitlerde ise belirtiler gozle gorlinmeyebilir. Avrupa’daki kerevit tiirlerinde en
belirgin belirti beyaz abdomendir. Bazi vakalarda kiitikiilde ve kas dokusunda
kahverengilesme (melanizasyon) ve bu bolgede hifalar goriinebilir. Molekiiler olarak da
PCR yontemi ile teshis edilmektedir.

Bu hastaligin heniiz bilinen bir tedavisi yoktur. Hastaligin etki ettigi tiirler:
Astacus astacus, Astacus leptodactylus, Astacopsis gouldi, Austropotamobius pallipes,
Austropotamobius torrentium, Cambaroides japonicus, Cherax quadricarinatus,
Cherax destructor, Cherax papuanus olarak listelenebilir. Bununla beraber, Orconectes
limosus, Pacifasticus leniusculus, Procambarus clarkii tiirleri Kuzey Amerika’ya 6zgii
tirler olup Aphanomyces astaci’nin tasiyicilaridir ve yogun kiiltiir disinda hastalik
belirtisi gostermezler (Longshaw 2011).

2.3.2. Beyaz benek sendromu viriisii

Beyaz benek hastaligi kerevitlerde goriilen en 6liimciil hastaliklardan birisidir.
Mortalitesi genellikle ¢ok yliksek ve 3 ile 10 giin arasinda kiimiilatif mortalitesinin
%100 e ulastig1 kesin olarak belirtilmistir (Chou vd. 1995; Wongteerasupaya vd. 1995).

Beyaz leke hastaligi 1990’11 yillarin basinda bir¢ok Asya tilkesinden (Inouye vd.
1994; Chou vd. 1995; Wongteerasupaya vd. 1995; Wang vd. 2000) yakin zamanda ise
genellikle Giiney Amerika ve ABD’nin giineydogu kiyisindan (Lightner vd. 1997,
Wang vd. 2000) rapor edilmistir.

Beyaz leke hastaligi viriisti genis cografik dagilim gosteren ¢ubuk seklindeki bir
kabuklu viriisiidiir (Wang vd. 2000). Bu viriis Baltimore Siniflandirma sistemine gore
birinci grupta yer alan ¢ift sarmalli bir DNA viriisiidiir. UVTK Smiflandirma sistemine
gore ise Nimaviridae familyasina aittir. Cogunlukla canlinin suyu yutmasiyla ve suda
taginmasiyla yatay olarak, kuluckahanelerde enfekte olan anneden dikey olarak bulagir.

Patolojisine bakildigind, konakta bu viriisiin ektodermal ve mezodermal kdkenli
birgok hiicreyi enfekte ettigi bildirilmistir. Histolojik degisimler solungag¢ epiteli, mide
kesesi, hematopoetik doku, sinir dokusu, bag dokusu ve intestinal epitel dokuda
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goriilmektedir (Wongteerasupaya vd. 1995). Beyaz lekeler enfekte kerevitin kabugunda
0,3-3 mm ¢apinda elips seklinde goriiliir.

Klinik teshisi yukarida belirtildigi gibi olusan beyaz lekelerin goriilmesiyle,
molekiiler teshisi ise nested ya da kantitatif PCR kullanilarak hizli ve spesifik bir
sekilde yapilmaktadir.

Bu hastaligin heniiz bilinen bir tedavisi yoktur. Astacus astacus, Cherax
destructor albidus, Cherax quadricarinatus, Pasifastacus leniusculus ve Procambarus
clarkii kerevitleri hastaligin etki ettigi baslica tiirlerdir.

2.4. Siyah Solunga¢ Hastalig1 (Fusarium oxysporum)

Siyah solungac hastalig1 yalnizca kerevitlerde degil; 1stakoz, karides gibi birgok
sucul kabuklu organizmada da goriilebilen bir hastaliktir (Alderman ve Polglase 1985).

Fusarium oxypsorum kaynakli bu hastalik bugiine dek kerevitlerden bir kez
rapor edilmistir. Hastaligin semptomlari; Istila edilen bélgede lezyonlar, solungaglarda
yapisal bozukluk ve kararma olarak goriilmektedir. Fusarium oxypsorum enfekte ettigi
kerevitin  fizyolojisinin  bozulmasina, hemolenf sivisinda sodyum ve klor
konstantrasyonlarinin  diismesine ve ozmotik basincin azalmasina sebebiyet
vermektedir.

Histolojik patojenite ¢aligmalarinda Fusarium oxysporum’un kerevit dokusunu
penetre edemedigi gozlemlenmistir. Bu ylizden siyah solungag¢ hastalig1 yalnizca yaral
veya hasta kerevitlerde ikincil enfeksiyon olarak goriilmektedir.

Bu hastalik kerevit stoklarinin regiilasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir
(Maestracci ve Vey 1979).

2.4.1. Fusarium oxysporum

Toprak kaynakli bir fungus olan Fusarium oxypsorum diinya genelinde oldukg¢a
yaygindir. Bircok ticari bitki tiirli i¢in (Patlican, patates, domates, marul, ¢ilek, muz vb.)
patojendir. Gilinlimiizde 120’den fazla alt tiirii oldugu bilinmektedir ve her alt tiir bir
bitki tiirtine spesifiktir.

Sporlar1 ¢cogu zaman 30 yila yakin siireyle toprakta pasif olarak kalabilir; Su ve
tarim aletleri yardimiyla bitkilere taginabilir. Bu 6zellikler Fusarium oxysporum’u tarim
alanlar1 i¢in oldukga biiyiik bir tehdit haline doniistirmektedir (Longshaw 2011).

2.4.1.1. Fusarium oxysporum’un sistematigi

Arastirmada materyal olarak kullanilan mantarin sistematik bilgisi Cizelge
2.2.”de verilmistir.
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Cizelge 2.2. Fusarium oxysporum (Schlechtendal, 1824)’un sistematigi

Alem: Fungi

Sube: Ascomycota

Alt Sube: Pezizomycotina
Sinf: Sordariomycetes
Takim: Hypocreales
Familya: Nectriaceae

Cins: Fusarium

Tiir: Fusarium oxysporum

2.4.1.2. Fusarium oxysporum’un morfolojisi

Petri kabinda ¢ogu zaman yalnizca beyaz, bazen de pembe veya mor renkli
hifalar1 goriintir. Pamuksu bir yapis1 vardir. Dairesel olarak gelisir (Sekil 2.3.).

Sekil 2.3. F.oxysporum’un petri kabindaki goriintiileri (Colak ve Bigici 2013)
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F.oxysporum’un mikroskobik ¢izimi Sekil 2.4.’de verilmistir. Hifalar1 seffaf,
graniilsiiz ve septalidir. Konidyoforlar hifalara gore daha kisa ve genelde septasizdir. Bu
konidyoforlar miselyumdan farklilasarak tek tek olusum gosterirler. Mikrokonidiler
genellikle septasiz, oval, ¢ogunlukla diiz bazen de hafif kivrimli goriiniirler.
Mikrokonidiler her zaman tek tek iiretilirler, asla zincirleme seklinde art arda
goriinmezler. Makrokonidiler ig seklindedir ve uc¢larinda ¢ok az bir kivrim vardir (Bu
kivrim fazlalasirsa bazen kano, orak veya muz seklinde goriinebilir). Genellikle 3-5

segmentten olusur (Smith ve Smedley 2011).
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Sekil 2.4. F.oxysporum’un mikroskopik ¢izimi (Anonymous 1); a) Hifa ve dallanmis

bos konidyoforlar

b) Hifa ve dallanmig mikrokonidi

konidyoforlar ¢) Mikrokonidiler d) Makrokonidiler

uretimi

gerceklestiren
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Arastirmanin yiiriitiildiigii yer ve kullanilan ekipmanlar

Arastirma, Akdeniz Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda yapilmastir.

Laboratuvarda mevcut olan ve bu calismada kullanilan demirbaslar sunlardir; PCR
cihazi, buzdolabi, derin dondurucu, termal karistirici, mikrodalga firin, mikroskop, etiiv,
otoklav, vorteks, santrifiij, otomatik pipetler, elektroforez tanklari, giic kaynagi, biyo-
gorilntiileme cihazi.

3.1.2. Kerevit materyali

Kullanilan kerevit materyalleri (Astacus leptodactylus), Akdeniz Universitesi Su
Uriinleri Fakiiltesi’nde yiiriitiilen 1140368 numarali TUBITAK projesinden temin
edilmigtir. Bu aragtirmada 6 farkli istasyondan elde edilen kerevit materyalleri
kullanilmistir.  Ornekleme yapilan istasyonlar Sekil 3.1.’de ve Cizelge 3.1.’de
gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Ornekleme yapilan istasyon bilgileri

Istasyon Istasyon adi il Koordinatlar: Ornekleme
numarasi tarihi
1 Taskisig1 Golii Sakarya gg;i%ggg 14.08.2015
: 10.10.2016
o 37°46'20.64"K
2 Beysehir Golii Konya 31°31'16.36"D 11.11.2016
3 Karaidemir Baraj Tekirdas 40°57'21.47"K
Golii ckirdag 27°00'38.23"D | 08.08.2015
N 37°23'11.35"K
4 Karatas Goli Burdur 29°58'05.78"D 03.09.2015
o . 40°12'10.56"K 14.08.2015
5 Manyas Golil Balikesir | y7o565399'D | 31.08.2016
o o 37°06'51.19"K 16.03.2016
6 Golhisar Golid Burdur 29°36'02.34"D | 19.04.2016

10
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3.1.3. Mantar materyali

Calismada, Tagkisig1 Golii (Sakarya), Beysehir Golii (Konya), Karaidemir Baraj
Golu (Tekirdag), Karatas Golii (Burdur), Manyas Goli (Balikesir) ve Golhisar Golii
(Burdur) su kaynaklarinda bulunan ve siyah solungag hastalig1 belirtisi gosteren kerevit
orneklerinden PDA besi yerine ekim yapilarak iiretilen Fusarium oxysporum izolatlari
kullanilmaistir.

3.2. Metot

3.2.1. Kerevit 6rneklerinin toplanmasi ve laboratuvara getirilmesi

Baz1 istasyonlardan pinterler araciligiyla yakalanan, bazi istasyonlardan ise
balik¢1 vasitasiyla temin edilen Astacus leptodactylus tiirii kerevitler canli olarak strafor
kutularda laboratuvara getirilmistir (Sekil 3.2., 3.3., 3.4.)

Sekil 3.2. Kerevit 6rneklerinin avlanmasi

12
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Sekil 3.3. Avlanan kerevit 6rnekleri

——

Sekil 3.4. Strafor kutularda laboratuvara getirilen kerevit 6rnekleri
3.2.2. Mantar iiretiminde kullanilacak olan besi yerinin hazirlanmasi

Fusarium oxysporum izolatlarinin iireyebilmesi igin besi yeri olarak PDA
(Potato Dextrose Agar) kullamlmistir. Hazir PDA karisimindan (Lab M, Ingiltere) 39 g
tartilarak tizerine 1000 ml saf su eklenmis ve otoklavlanarak steril edilmistir. Sicaklig1
40 °C’ye distiikten sonra istenmeyen mikroorganizmalarin iiremesini engellemek
amaciyla 10 mg/l Oksolinik asit ve 100 mg/l Penisilin G soliisyonu eklenmistir.

13
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Hazirlanan karisim manyetik karistirici vasitasiyla homojenize edildikten sonra petrilere
dokiilerek sogumaya birakilmistir.

3.2.3. Mantarin iiretilmesi

Klinik bulgularda Siyah Solunga¢ Hastalig1 belirtileri goriilen kerevit (Astacus
leptodactylus) bireylerinden steril diseksiyon aletleri yardimi ile doku Ornekleri
alinmistir (Sekil 3.5., 3.6.).

Sekil 3.5. Kerevit 6rneklerinin muayenesi

14
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Sekil 3.6. Diseksiyon iglemi

Alman doku 6rnekleri distile su ile yikandiktan sonra PDA besiyerine ekimi
yapilmistir. Ekim yapilan petriler 25 °C’de 10 giin (Colak ve Bigici 2013) inkiibe
edilmistir (Sekil 3.7., 3.8.).

Sekil 3.7. Alinan doku 6rneginin besi yerine ekimi

15
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Sekil 3.8. Mantarlarin inkiibasyonu

3.2.4. Mantarin morfolojik teshisi

Inkiibe edilen mantarlar diizenli olarak her giin mikroskop altinda incelenmistir.
Ureme goriilen ve morfolojik yapist Fusarium oxysporum olarak teshis edilen mantar
ornekleri petrilerden 1,5 ml’lik eppendorf tiliplerine alinarak saf su igerisinde
sporulasyona tabi tutulmustur. 24 saatlik sporulasyon siirecinden sonra tekrar
mikroskop altinda incelenmis ve spor kiimeleri gozlemlenmistir.

3.2.5. Mantarin saklanmasi

Fusarium oxysporum olarak teshis edilen organizmalar gerekli analizlerin
yapiminda kullanilmak iizere etrafi parafilmlenerek +4 °C’de buzdolabinda ve daha
sonraki analizler igin gliserol-pepton (1:1) sivi besiyerinde dondurularak saklanmigtir
(Sekil 3.9).

16
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4

Sekil 3.9. Gliserol-pepton sivi besi yerinde saklanan Fusarium oxysporum mantari
3.2.6. DNA izolasyonu

DNA ekstraksiyonu i¢in petri kabindan hasat edilen mantarlardan ticari
izolasyon kiti (Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kit) kullanilarak DNA’ler elde
edilmistir. Hasat edilen mantarlar 1000 pl etanol yardimiyla havanda ezilmistir. Ezme
isleminden sonra 1,5 ml’lik eppendorf tiiplerine aliman mantarlar, 12000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilip ¢oktiiriilmiistiir. Coktiiriilen mantarlar distile su ile 12000 rpm’de
10 dakika santrifiij edilerek iki defa yikanmistir. Daha sonra iiretici firmanin belirttigi
talimatlar izlenerek DNA hazir hale getirilmistir.

3.2.7. PCR optimizasyonu

DNA’ler elde edildikten sonra hastaliga neden olan etkenin teshisi icin FOF1 ve
FORL1 primerleri (Mishra vd. 2003) kullanilarak PCR optimizasyonu gergeklestirilmistir
(Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Kullanilan primerlerin baz dizilimleri (Mishra vd. 2003)

Primer Baz dizilimi
FOF1 5’-ACATACCACTTGTTGCCTCG-3’
FOR1 5’-CGCCAATCAATTTGAGGAACG-3’

Tir tayininde kullanilan nrDNA’in ITS bolgesini kopyalamak amaciyla
gerceklestirilen PCR amplifikasyonunda kullanilan karisim; 10 x PCR Tamponu, 20
mM MgCl,, 10 mM dNTP, 1 iinite Taq DNA Polimeraz, her primerden 100 pmol ve 2

17
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ul DNA kullanilarak her bir PCR tiiptinde toplam 50 pl hacimde olacak sekilde

hazirlanmistir (Cizelge 3.3.).

Cizelge 3.3. PCR i¢in hazirlanan karisimin igerigi

Kimyasallar Konsantrasyon Miktar1 (ul)
dH,0O - 29,75

10X PCR Tamponu - 10

MgCl, 20 mM 4

dNTP Karisimi 10 mM 2

Forward Primer 100 pmol 1

Reverse Primer 100 pmol 1

Tag DNA Polimeraz Su/pl 0,25

Kalip DNA - 2

Toplam - 50

PCR ig¢in uygulanan protokolun baslangicinda 94 °C’de 1 dakika denatiirasyon,
sonrasinda 25 dongii 94 °C’de 1 dakika ayrilma, 58 °C’de 30 saniye baglanma, 72 °C’de

1 dakika uzama ve en sonunda 72

°C’de 7 dakika son uzama asamalari

gerceklestirilmistir. Ayrica negatif kontrol igin DNA konulmamis karisim tlipi
kullanilmigtir (Cizgelge 3.4.)

Cizelge 3.4. PCR protokolii

Islem basamag Sicaklik (°C) Siire (dk) Dongii
Denatiirasyon 94 1 1
Ayrilma 94 1 25
Baglanma 58 0,5 25
Uzama 72 1 25

Son uzama 72 1 1

18
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3.2.8. Jel elektroforezi

DNA izolasyonu ve PCR islemi sonucunda elde edilen iiriinler 0,5 pg/mi
ethidium bromid igeren %2’lik agaroz jelde 140 volt elektrik verilerek 60 dakika
yiiriitiildiikten sonra kontrol edilmistir. Jel, biyogoriintilleme cihazinda goriintiilenmis
ve fotograflar1 ¢ekilip kaydedilmistir. Pozitif sonu¢ alinamayan numuneler i¢cin PCR
protokolii tekrar gerceklestirilmistir.

3.2.9. DNA dizi analizi

Cogaltilan ~340 baz ¢ifti uzunlugundaki hedef gen bolgesi agaroz jelde
yiriitiiliip kontrol edildikten sonra ticari bir firmaya gonderilerek dizi analizi
gerceklestirilmistir.

3.2.10 DNA dizi sonuclarinin degerlendirilmesi ve tiir tayini

Elde edilen gen dizilerinin hizalanmasinda “Bioedit” programi kullanilmistir.
Hizalanan baz dizilimlerinin hangi tiire ait oldugunu tespit etmek amaciyla Gen Bank’ta
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) blast yapilarak dogrulugu ve gecerliligi kontrol edilmis
tir.
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4. BULGULAR
4.1. Klinik Muayene Bulgular:

Siyah solunga¢ hastaliginin teshisi i¢in muayene edilen kerevit 6rneklerinden
elde edilen bulgular Sekil 4.1., Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.’te verilmistir.

Sekil 4.1. Kerevitin sefalotoraks bolgesinde F.oxysporum kaynakli lezyon

Sekil 4.2. Kerevitin abdomen bolgesinde F.oxysporum kaynakli lezyonlar

20
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Sekil 4.3. Kerevitin solungag dokusunda F.oxysporum kaynakli kararma (nekroz)
4.2. Mantar Bulgulari

Petrilerde tiredigi gézlemlenen mantarlarin goriintiileri Sekil 4.4 ve Sekil 4.5.°te
verilmigtir.

Sekil 4.4. F.oxysporum’un PDA besi yerindeki tireme goriintiisii (1)

21
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Sekil 4.5. F.oxysporum’un PDA besi yerindeki tireme goriintiisii (2)

Inkiibasyon siirecinin akabinde {ireyen mantarlarin mikroskop altinda
gbzlemlenen morfolojik goriintiileri Sekil 4.6., Sekil 4.7., Sekil 4.8., ve Sekil 4.9°daki
gibidir.

Sekil 4.6. F.oxysporum’un hifas1 ve konidyoforlar

22
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Sekil 4.7. F.oxysporum’un sporlart (mikrokonidiler ve makrokonidi)

r ¥

—

Sekil 4.8. Konidyofordan iiretilmek iizere olan mikrokonidi

23
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Sekil 4.9. Sporlarin (mikrokonidiler) kiimelenmis vaziyetteki goriintiisii
4.3. DNA Bulgulari

Her istasyondan birer adet mantar izole edilmis ve DNA izolasyonlar
gerceklestirilmistir. DNA izolasyon bulgulari Sekil 4.10°daki gibidir.

Sekil 4.10. DNA izolasyon bulgulari; 1) Taskisigi Golii 2) Beysehir Golii 3) Karaidemir
Baraj Golii 4) Karatag Golii 5) Manyas Golii 6) Golhisar Golii
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4.4. PCR Bulgulan

PCR uygulamasi sonucu her izolattan beklenen uzunulukta (~340 bg) iiriin
gbzlemlenmistir (Sekil 4.11.).

Sekil 4.11. PCR iiriinlerinin agaroz jelde yiiriitiildiikten sonraki gériintiisii; Izolatlarin
elde edildigi istasyonlar: 1) Tagkisigr Golii 2) Beysehir Golii 3) Karaidemir Baraj Golii
4) Karatas Golii 5) Manyas Go6lii 6) Golhisar Goli

4.5. Dizi Analizi Bulgular:

Dizi analizleri sonucunda elde edilen bulgulara gére PCR diriinlerinin baz
dizilimleri ve izolatlar arasindaki baz farkliliklar1 Sekil 4.12.’de gosterilmistir.
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4.6. Blast Bulgular:

Dizilerin Genbank’taki verilerle (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) karsilagtirilmasi

sonucu elde edilen bulgular Cizelge 4.1.’deki gibidir.

Cizelge 4.1. Blast bulgular1

Calismada elde edilen Karsilastirilan
1 TASK MH329362 E;;f;(')‘:g‘m %099 MG571643.1
2 BEYS MH329363 E)‘(*;f;c'#g‘m 9699 MG571643.1
3 KDMR MH329364 E)‘(*;f;c'#g‘m 9699 MG571643.1
4 KRTS MH329365 E)‘(*;f;c'#g‘m 9699 MG571643.1
5 MNYS MH329366 E)‘(*;f;c'#g‘m 9699 MG571643.1
6 GHSR MH329367 ;‘:;:g(')‘:[?m 9699 MG571643.1
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5. TARTISMA

Su iiriinleri tiikketimi, insan beslenmesinde énemli bir rol oynamaktadir. Ozellikle
baliklarda bol miktarda bulunan EPA (eikosapentaconik asit) ve DHA
(dokosaheksaenoik asit) yag asitlerinin insan sagligi acgisindan dnemi yaygin olarak
bilinmektedir. EPA ve DHA yag asitlerinin; fetiis gelisimi (retinal, noronsal ve
bagisiklik sistemi ile ilgili), kardiyovaskiiler islevler (yangi, periferik arter hastaligi,
kalp krizi, piht1) ve Alzheimer hastalig1 tizerine etkileri mevcuttur (Swanson vd. 2012).
S6z konusu yag asitleri viicut tarafindan sentezlenemez ve disardan alinmasi zaruridir
(Kaya vd. 2004)

Giliniimiiz kosullarinda bilgi ve teknolojinin kullanilmas1 ve yayilmasindaki hizli
artis, buna paralel olarak insanlarin su iriinlerinin faydalar1 bakimindan bilinglenmesi
ve su irlinleri aveilig1 ve yetistiriciliginin ileri teknolojiler ile gelistirilmesi sayesinde su
triinleri sektorii ¢cok hizli bir gelisme kaydetmis ve onemli bir gida sektorii haline
gelmistir.

Su {irtinleri sektorii ayn1 zamanda hizla artan diinya niifusunun gida ihtiyacinin
karsilanmasi i¢in ayr1 bir onem arz etmektedir. Balik ve kerevit gibi yiiksek oranda
protein ihtiva eden {riinlerin yetistirilmesi, korunmasi ve siirdiiriilebilirligi i¢in
hastaliklarin dogru ve hizli teshisi, Onlenmesi ve tedavisi hassasiyetle iizerinde
durulmasi gereken konulardir.

Tatlisu 1stakozu ismiyle de bilinen kerevit, karin ve kiskaclar1 gida olarak
tilkketilen diisiik kalorili bir protein kaynagidir. Her ne kadar iilkemizde resmi kaynaklara
gore tiiketimi olmasa dahi bircok iilkede sevilerek tiiketilmekte ve her gecen giin
ekonomik degeri artmaktadir. Kerevit, Astacoidea ve Parastacoidea iist familyalarina ait
on ayakli kabuklu su iriinlerinin genel adidir. Nehir, gol, golet gibi su kaynaklarinda
dogal olarak yayilim gosterir.

Basta kerevit vebas1 ve beyaz benek sendromu hastaligi olmak lizere kerevit
hastaliklari, kerevitlerde bireysel veya toplu oliimlere yol agmakta ve biiyiik olciide
ekonomik kayiplara sebebiyet vermektedir. Bu hastaliklarin yanisira uygun kosullar
meydana geldiginde siyah solungac¢ hastaligi gibi ikincil enfeksiyonlar da ortaya
cikmakta, hastalanan bireylerin veya popiilasyonlarin yasam kalitesini ve su
kaynagindaki ekolojik dengeyi bozmaktadir.

Bu tez calismasinda Taskisigi, Beysehir, Karaidemir, Karatag, Manyas ve
Golhisar gollerinden avlanan kerevit bireylerinden iiretilen 6 farkli mantar izolat1 elde
edilmistir. Her izolattan DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Hedef tiirlin tespiti i¢in
nrDNA (Niikleer ribozomal DNA) ITS bélgesini (340 bg) ¢cogaltmak amach tasarlanan
FOF1 ve FORI primerleri kullanilarak PCR islemi gergeklesmistir (Mishra vd. 2003).

PCR fdiriinleri agaroz jelde goriintiilenmis ve beklenen uzunlukta (340 bg)
amplikonlar elde edilmistir. Cogaltilan PCR iirtinlerinin dizi analizleri yapilmis ve dizi
sonuglar1 “Bioedit” programi kullanilarak hizalanmistir. Hizalama sonucu olusturulan
veriler Macrogen firmasindan gelen ham verilerle karsilastirtlip dogrulugu kontrol
edilmistir. Elde edilen bulgular Genbank’ta (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
“Nucleotide BLAST” secenegi kullanilarak onceki calismalarla karsilastirilmistir. Bu
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calismada {iretilen 6 izolatin da Amrutha ve Vijayaraghavan (2017)’a gore Fusarium
oxysporum CRI-1 izolatiyla %99 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Ebble Nehri (Wiltshire, Ingiltere)’nden elde ettikleri kerevit bireyi
(Astropotamobius pallipes) iizerine olan 27 giinliik gézlemlerini aktaran Alderman ve
Polglase (1985), kereviti laboratuvara getirdiklerinde kabuk degisimi safhasinda
oldugunu, kabuk degisiminin normalden uzun siirerek 20 giinde tamamlandigini
aktarmiglardir. Kabuk degisiminin hatal1 ger¢ceklesmesinden kaynaklanmis olabilecegini
belirterek posterior solungag filamentlerinin her iki yanda da kabuk disinda kaldigini ve
solunga¢ dokusunda bircok (2 mm c¢apinda) kahverengi-siyah enkapsiilasyonlar
gordiiklerini ifade etmislerdir. 18 °C’lik su sicakligina sahip tankta gozlemlerini
stirdiiren Alderman ve Polglase (1985) kerevit bireyinin genel durumunun zamanla
kotiilestigini, epibiyontlar tarafindan tamamen sarildigmi ve 27. gilinlin sonunda
0ldiiglinii rapor etmislerdir. Bu zaman zarfinda kerevitin basta yiirime ayaklarinin
eklem noktalarinda olmak tizere dis iskeletinin gesitli yerlerinde ilave melanizasyon ve
enkapsiilasyonlar tespit etmislerdir. Solungaglardaki enkapsiilasyonlari 151k mikroskopu
altinda inceleyen Alderman ve Polglase, pek ¢ok sayida hifa tarafindan niifuz edilmis
melanize olmus yekpare bir matriks gordiiklerini belirtmislerdir. Ayrica matriks disinda
da az sayida hifa tespit etmigler ve hem matriks i¢cinde hem de disindaki hifalarin septali
oldugunu gozlemlemislerdir. Solunga¢ enkapsiilasyonlarindan besi yerine ekim
yaptiktan sonra 16 °C’de inkiibasyona tabi tuttuklarinda besi yerinde gelisen
organizmanin Fusarium tabacinum tiirii olarak tespit edildigini rapor etmislerdir.

Alderman ve Polglase’in bulgularina karsin bu calismada kiicliik ¢apl
enkapsiilasyonlar veya solungaclarin kabuk disinda kalmasi gibi bir bulguya
rastlanilmamistir. Bu tez ¢alismasinda incelenen hasta kerevit bireylerinin
solungaglarinda deformasyon (dis iskeletinde), melanizasyon ve solunga¢ dokusunda
nekrozlar gozlemlenmistir. Buna karsin, Alderman ve Polglase’in arastirmalarinda
belirttikleri gibi dis iskeletin cesitli kisimlarinda melanizasyonlar goriilmiistiir ancak bu
melanizasyonlar kerevit vebas1 (Aphanomyces astaci) kaynakli olabilir.

Fusarium oxysporum tiiriiniin kerevitlerden molekiiler olarak ilk defa tespit
edildigi bu ¢aligmada ise 6 farkli istasyondan (her istasyon i¢in birden fazla birey) elde
edilen kerevit 6rneklerinden izole edilen mantarlarin her biri Fusarium oxysporum tiirii
olarak teshis edilmistir. Alderman ve Polglase’in bulgulart ve sonuglar ile bu tez
calismasinda elde edilen bulgular ve sonuclar arasindaki farklilik; hastaliga sahip
kerevit bireylerinin farkli tiire ait olmasi, Alderman ve Polglase’in tek bir kerevit
bireyini (halihazirda genel durumu koétii ve ayrica hatali sonuglanan bir kabuk degisimi
sathas1 gecirmis) gozlemlemis olmasi, mantarin teshisinde kullanilan yontemlerin
farklilig1 gibi nedenlerle aciklanabilir. Bilindigi iizere PCR teknigi morfolojik tayini zor
olan tiirlerin teshis edilmesinde bilinen en etkili ve kesin sonu¢ veren ydntemdir.
Bununla beraber daha saglikli bir tartisma yapilabilmesi i¢in Astacus leptodactylus tiirii
kerevitlerde de bu hastalik ile iliskili histopatolojik incelemeler gergeklestirilmelidir.

Kerevitte Fusarium oxysporum kaynakli enfeksiyon bugiine dek yalnizca
Maestracci ve Vey (1979) tarafindan bildirilmistir. Maestracci ve Vey calismalarinda
Astacus leptodactylus ve Austropotamobius pallipes tiirlerinde siyah solungag
hastaligini tespit etmislerdir. Bu arastirmada elde edilen bulgular Astacus leptodactylus
tirinde meydana gelen siyah solunga¢ hastaliginin etkeni olarak Fusarium
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oxypsorum’u gostermektedir. Tirkiye’de ise kerevitte Fusarium enfeksiyonuna dair
bildirim Timur vd. (2010) tarafindan yapilmis ancak tiir bazinda tanimlanmamustir.

Ileride siyah solungag hastaligimin epidemiyoljisi, histopatolojisi, konak-parazit
iliskisi, patojenin kerevit tizerindeki etkisi ve tedavisi aragtirtlmalidir. Buna ek olarak,
hastaligin daha hizli teshisi i¢in kerevitlerden alinan doku numunelerinden direkt PCR
yontemiyle de Fusarium oxysporum mantarinin tespit edilebilirligi incelenmelidir.

Ulkemizde 1960’11 yillardan 1990’11 yillara kadar yapilan kerevit ihracat1 dnemli
bir gelir kaynagi olmustur. Hastaliklarin arastirilmasi, tespit edilmesi, onlenmesi ve
tedavi edilmesi halinde ise yeniden ekonomik girdi saglayabilecek potansiyele sahiptir.
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6. SONUCLAR

Sonug olarak Beysehir Golii (Konya), Golhisar Goli (Burdur), Karaidemir Baraj
Goli (Tekirdag), Karatas Golii (Burdur), Manyas Goli (Balikesir) ve Taskisigi Golii
(Sakarya) Astacus leptodactylus tiirii kerevit popiilasyonlarinda siyah solungag
hastaliginin mevcudiyeti saptanmis, hastalik etkeninin Fusarium oxysporum tiirii oldugu
tespit edilmistir.

Siyah solunga¢ hastalig1 belirtileri gosteren kerevit bireylerinden aliman doku
orneklerinden mantarlarin tretilmesi saglanmis, iretilen mantarlarin makroskopik ve
mikroskopik teshisi referans goriintiilerle karsilastirilarak gerceklestirilmistir. PCR
yontemi ile mantarlarin ITS (niikkleer ribozomal DNA) gen bdlgesi ¢ogaltilmis ve
Genbank’ta blast yapilarak daha onceki calismalarla karsilastirilmistir. Elde edilen
sonuglar 1s181inda tiretilen izolatlarin %99 benzerlikle Fusarium oxysporum tiirii oldugu
meydana ¢ikmistir.

Fusarium cinsine ait farkli tiirlerin birbirlerine ¢ok benzer morfolojik 6zelliklere
sahip olmasi1 ve teshisinin geleneksel yontemlerle yapilabilmesi i¢in uzman
gerektirmesi, bu nedenle yavas ve zor teshis edilmesi sebebiyle bilinen en hizli ve etkili
molekiiler teshisi saglayan PCR yonteminden faydalanilmalidir. Bu ¢alisma PCR
yonteminin dogal kerevit popiilasyonlarindan izole edilen Fusarium tiirlerinin teshisinde
kullanilabilirligi ortaya konulmustur.

Ayn1 zamanda bu tez calismasi Fusarium oxypsorum tiiriiniin, Tirkiye tath
sularindaki kerevitlerde varligim1 ve meydana getirdigi siyah solungac¢ hastaligini
bildiren ilk ¢aligmadir.
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