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OZET

ANTALYA ILi KORKUTELI ILCESI MANTAR URETIM ALANLARINDA
YAYGIN GORULEN BAZI FUNGAL HASTALIK ETMENLERININ
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Duygu ATES
Yiiksek Lisans Tezi Bitki Koruma Anabilim Dal
Danisman: Doc. Dr. Miirsel CATAL
Mayis 2018; 68 sayfa

Antalya ili Korkuteli il¢esi ililkemizin kiiltiir mantar1 ve mantar kompostu
tretiminde ilk sirada yer almakta ve mantar fiyatlarin1 belirleyici konumda
bulunmaktadir. Beyaz sapkali mantar Agaricus bisporus Diinya’da oldugu gibi
ulkemizde de ticari olarak kiltlirii yapilan en 6nemli kiltiir mantar tiridir. Ancak
beyaz sapkali mantar iiretiminde farkli stres faktorleri ile karsilasilmaktadir. Bu
sorunlarin basinda hastaliklarin sebep oldugu verim ve kalite kayiplar1 gelmektedir.

Ozelliklede kiiltiir mantarlarinda fungal etmenlerin sebep oldugu kuru kabarcik
(Verticillium fungicola), vyas kabarcik (Mycogone perniciosa), Oriimcek agi
(Cladobotryum spp.) ve yesil kiif (Trichoderma spp.) yaygin goriilen ve etkin bir
miicadelesi olmayan hastaliklardir. Giiniimiize kadar bu konuda yapilan caligsmalar
hastalik siirveyleri ve etmen funguslarin morfolojik tanimlanmasi ile sinirli kalmistir.
Korkuteli’de fungal hastaliklara sebep olan turlerin dogru olarak belirlenmesi ve
incelenen etmenlerin mevcutsa nasil alt tiir yapisina sahip oldugu bilinmemektedir.

Bu calismada Korkuteli ilgesi mantarhanelerinden elde edilen 4 hastalik
etmenine ait izolatlarin bolgedeki yaygin veya muhtemel tiir ve alt tiir yapilarinin
molekiiler yontemler kullanilarak tespiti ve tanimlamasi ¢alismasi yliriitiilmiistiir. Bu
amacla yiritilen survey calismalari ile 30 farkli mantarhaneden hastalikli 6rnekler
toplanmis ve fungus izolasyonlart yapilmistir. Elde edilen izolatlarin ribosomal DNA
ITS bolgeleri ITS1-F ve ITS4 primerleri ile Polymeraze Zincir Reaksiyon (PCR) ile
cogaltilarak DNA dizilimleri belirlenmistir. Gelistirilen tiim fungal izolatlarin DNA
dizilimleri Diinya’nin diger bolgelerinde kiiltiir ve diger mantarlardan elde edilen ve
Genbank veri tabaninda bulunan izolatlarin dizilimleri ile alt alta dizilim ve filogenetik
analizler yapilarak karsilagtirillmis ve 4 fungal hastalik etmeninin Korkuteli bolgesinde
yaygin olan tiir ve alt tiirleri tespit edilmistir.

Yapilan c¢alismalarda en sik karsilasilan fungal hastalik etmeninlerinin
Verticillium fungicola var. fungicola oldugu bunu sirasiyla Trichoderma aggressivum f.
aggressivum, Cladobotryum mycophilum ve Mycogone pernisiosa’nin izledigi
goriilmistiir. Bu funguslara ait izolatlarin rDNA ITS bolgesi ITS1-F ve 1TS4 primerleri
ile yapilan PCR ¢ogaltmalarinda 680 ila 730 bp uzunlugunda {iriin verdigi gorilmiistiir
Dort hastalik etmeninin izolatlarinin ITS bdlgesi {rtinlerinin dizilimlerinin NCBI
BLAST analizleri bu izolatlarin GenBank veri tabaninda mevcut izolatlarla % 99
oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Gerek NCBI BLAST analizleri gerekse



filogenetik analizler Korkuteli ilgesinin bazi mantar yetistiricilik tesislerinden elde
edilen 19 kuru kabarcik izolatinin V. fungicola var. fungicola, 10 yas kabarcik izolatinin
Mycogone pernisiosa, 10 oriimcek agi izolatinin Cladobotryum mycophilum’e ait
oldugunu gostermistir. Yine elde edilen 11 yesil kiif izolatindan 10’unun T.
aggressivum f. aggressivum ve 1 izolatin da T. aggressivum f. europaeum oldugu tesbit
edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Cladobotryum spp., Mycogone pernisiosa, Trichoderma
spp., Verticillium fungicola, rDNA, ITS
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ABSTRACT

MOLECULER CHARACTERIZATIiON OF SOME COMMON FUNGAL
PATHOGENS CAUSING DIiSEASES iN MUSHROOM PRODUCTION AREAS
OF KORKUTELI DIiSTRICT OF ANTALYA PROVINCE

Duygu ATES
M.Sc. Thesis in Plant Protection
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mursel CATAL
June 2018; 68 Pages

Korkuteli district of Antalya province is the leading cultivated mushroom and
mushroom compost producer and play a pivotal role in the determination of mushroom
prices in the country. White button mushroom Agaricus bisporus is commercially the
most commonly grown cultivated mushroom species in the country as in the all around
the world. However, growers face many probles in mushroom production and diseases
are the major problem causing serious losses in mushroom yield and quality.

In particular, dry bubble (Verticillium fungicola), wet buble (Mycogone
perniciosa), cobweb (Cladobotryum spp.) ve green mold (Trichoderma spp.) are the
important fungal diseases that are the most widespread and difficult to manage in
mushroom production in the Korkuteli region. The research about these diseases are
limited to survey studies and morphological identification of the causal fungi. There is
no information about the species, subspecies and if present races structure of these fungi
in region.

In this thesis research, attempts were made to identify and charecterize the
isolates of these 4 disease agent fungi collected from mushroom growing facilities of
Korkuteli district by molecular methods. For this aim, mushroom samples displaying
symptoms of each diseases were collected from 27 different mushrom growing farms
and fungus isolations are made. The internal transcribed spacer region of ribosomal
DNA of the isolates were amplified in Polymerase Chain Reaction (PCR) and
sequenced using universal primers ITS1-F and ITS4. ITS sequences of the isolates were
compared with the sequences of isolates from other parts of the world available in the
GenBank in NCBI Blast and filogenetic analyses and the common species, subspecies
and races of 4 fungal diseases were identified.

In the studies, Verticillium fungicola var. fungicola (dry bubble) was the most
commonly isolated pathogen followed by Trichoderma aggressivum f. aggressivum
(Green Mold), Cladobotryum mycophilum (Cobweb) ve Mycogone pernisiosa (Wet)
from the diseased mushroom samples. A PCR product of 680-730 bp were obtained
from PCR amplification of rDNA ITS regions with ITS1-F/ ITS4 primer pair. ITS
sequences of Korkuteli isolates of 4 fungal pathogens were 99-100 % similar to the
sequences of the isolates of each fungus available in the Genbank in Blast similarity
analyses. In both Blast and Phylogenetic analyses revelaed that 19 isolates of dry bubble



fungus belonged to V. fungicola var. fungicola while 10 isolates of wet buble fungus
were M. pernisiosa. All 10 isolates of cobweb disease fungus were identified as C.
mycophilum contrary to common belief that the disease in the region is caused by
C.dendroides in the anayses. The results of the analyses also revealed that out of 11
isolates of green mold fungus, 10 isolates were T. aggressivum f. aggressivum and 1
isolate T.aggressivum f. europaeum.

KEY WORS: Cladobotryum spp., Mycogone pernisiosa, Trichoderma spp.,
Verticillium fungicola, rDNA, ITS
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ONSOZz

Mantar yetistiriciligi, uygun kosullar saglandiginda yil boyu tiretim yapilabilen
ekonomik getirisi fazla olan bir tarim koludur. Mantarin protein kaynagi olarak
bilinmesinin yaninda, insan sagligi ve beslenme bakimindan tespit edilen faydalar1 da
bu iriine olan talebin tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de yayginlasmasina ve
artmasina sebep olmustur. Ayrica birgok iilke i¢in Onemli bir gelir kaynagi olan
Agaricus bisporus yetistiriciliginde bir¢ok hastalik etmeni nedeni ile dnemli derece
ekonomik verim ve Kkalite kayiplari olmaktadir. Buna ragmen bu konuda yeterli ¢alisma
bulunmamaktadir. Yiiriitillen ¢alisma ile; Ulkemizde tiretimin en fazla oldugu Antalya
Korkuteli ilgesi mantarhanelerinde yaygin olarak goriilen fungal hastalik etmenlerinin
rDNA ITS bolge dizilim bilgisine gore molekdiler karakterizasyonu ile toplanan
izolatlarin tiir ve 1rklar1 edilmis ve bu alanda yapilan ilk ¢alismalar arasinda yer almistir.

Calisma konumu belirleyerek bu konuda bilgi ve goriisleri ile yol gosteren
danisman hocam Do¢.Dr.Miirsel CATAL’a
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konuda bilgilerini benden esirgemeyen Dr. Ogr. Uyesi Cengiz IKTEN’e

Caligmam boyunca benden yardimini esirgemeyen arastirma gorevlisi Hilal
Sule TOSUN ’a ve yine yardimlarindan dolay:1 Yeliz YILMAZ ve Ahmet CAT a
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler

dk : Dakika

Mg : Magnezyum

Mg : Mikrogram

ul : Mikrolitre

UM : Mikromol

mg : Miligram

mm : Milimetre

ml > Mililitre

rpm : Revolutions Per Minute

cm : Santimetre

oC : Santigrad Derece

spp. : Turler

S : Saniye

% > Yizde

Kisaltmalar

Bp : Base pair

CLA : Konjuge Linoleik Asit

dNTP : Deoxynucleotide triphosphate
DNA : Deoksiribo Nukleik Asit
EDTA : Ethylenediaminetetraacetic acid
EtBr : Etidyum bromiir

ETS : External Transcribed Spacer
FAO : Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii



IGS
Kb
MEB
NCBI
Ph
ITS
PDA
PCR
RAPD
rDNA
SCAR
TUIK
TAE
Th2
Th4

vd

. Intergenic Spacer

: Kilobaz

: Milli Egitim Bakanlig1

: Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi

: Potenz Hydrojen

. Internal Transcribed Spacer

. Patates Dekstroz Agar

: Polymerase Chain Reaction

: Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA
: Ribozomal Deoksiribo Nukleik Asit

: Sequence characterized amplified region
: Tiirkiye Istatistik Kurumu

: Tris Asetik Asit EDTA

: Trichoderma aggressivum f. europaeum
: Trichoderma aggressivum

: ve digerleri
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GIRIS D. ATES

1. GIRIS

Mantarlar, sitoplazmalarinda zarla gevrili bir ¢ekirdege sahip olan Okaryot
hiicreli canlilardir. TUm mantarlarda hiicre duvari vardir ve hiicre duvarlart kitinden
olusmaktadir. Mantarlar genellikle ¢ok hicrelidir. Yedek besin maddesi olarak nisasta
yerine yag ve glikojen depolarlar. Klorofil icermeyen, yasamalarini siirdiirmeleri igin
gerekli olan besini hazir olarak saglayan heterotrof canlilardir. Maya mantarlari, kif
mantarlari, sapkali mantarlar ve diger canli organizmalarda enfeksiyon yapan mantarlar
olarak siiflandirilirlar (Anonim 1).

1.1. Kiiltiir Mantarlari

Gegmis donemlerde agirlikli olarak dogada tabii olarak yetisen mantarlarin
toplanip yenmesi, gunimizde yerini yapay ortamlarda yetistirilen kiiltiir mantari
yetistiriciligine birakmistir. Gida maddesi olarak dogadan toplanip yenen mantar
miktari, yetistiriciligi yapilan kiiltiir mantarlarina oranla giderek azalmaktadir. Tat ve
aroma bakimindan zengin olan doga mantarlar1 karsisinda zehirsiz olmalari ve istenen
miktarlarda kolayca temin edilebilmeleri nedeni ile kiiltiir mantarlarin1 daha avantajl
duruma getirmistir. Ayrica mantar yetistiriciligi, uygun kosullar saglandiginda yil boyu
tiretim yapilabilen monokdiltiir, karl1 bir tretim faaliyetidir (Anonim 2012).

1.1.1. Faydalan

100 g’ da yaklagik 15-20 kalori olan mantarin %88-91°1 sudur. Kolesterol icermeyen
mantarda karbonhidrat ve protein igerigi daha yuksektir. Kolay hazm edilebilen
proteinler igerirler. Doymus yag icermezler.

Sadece hayvansal gidalarda bulunan B12 vitamini ayn1 zamanda mantar turlerinde de
bulunur ve biyoyararlilig1 ( viicut igin kullanilabilirlik) daha ylksektir.

Mantar folik asitce zengin oldugundan anemi (kansizlik) hastaliklarinin
iyilestirilmesinde de tuketilmesi 6nerilmektedir.

Mantarlar kanserden koruyan ve bagisikligi kuvvetlendiren antioksidan olarak da kabul
edilen selenyum mineralince zengin igerige sahiptir.

Mantarlar silfir iceren aminoasit olan ergothionoein icerir ve bu amino asit viicut
hlcrelerinde antioksidan rol oynamaktadir.

Tiamin, Riboflavin, Niasin, Biotin, Vitamin C, Fosfor, Potasyum ve Bakirdan zengin
olup vitamin ve mineral igerigi acisindan ¢ok zengindir. Bu fitobesin igerigi mantart;
kalp sagligin1 korumada, bazi kanser tiirlerinde ve kanser tedavisi sirasinda bagisiklik
sistemini kuvvetlendirmede etkin rol oynamasini saglamaktadir.

Iceriginde bulunan CLA ( Konjuge Linoleik Asit ) sayesinde yag dokusu kaybin
artirarak yag dis1 hiicrelerin artmasinda faydalar1 vardir. Dolayisi ile formunu korumak
ve yagsiz kas dokusunu artirmak i¢in fayda saglayan besinler arasindadir. Meme ve
prostat kanserinde icerdigi CLA sayesinde yararh etki sagladigi goriilmiistiir.
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Biyoaktif icerikleri yiiksek olan bazi mantar tiirevleri medikal ilag iiretiminde tedavi
amacli, antioksidan, antihipertansif, kolesterol diisiiriicli, antiviral, antibakteriyel ve
antiparazitik etkileri nedeni ile kullanilmaktadir (Stamets 2000).

Kualtir mantarlari, toprak istiinde goriilen sap ve sapka ile ve toprak iginde
gelisen misellerden olusmaktadir. Toprak iistiindekiler generatif, toprak altindakiler
vegetatif organlari meydana getirir. Mantarin kendisi, toprak altinda gelisen vegetatif
organlart yani miselleridir. Sap ve sapka aymi bir agacin meyvesi gibidir. Sapkasi
acilmis bir mantar alinip, sapkanin alt kismi incelenirse uzunlamasina oluklu bir yap1
gozlenir. Bunlara lamel adi verilir. Lamellerin {izerinde mantarin {iremesini saglayan
sporlar bulunmaktadir. Mantar beyaz bir kagidin {izerine konursa, lamellerdeki sporlar
kagit tlizerine diiser ve siyah bir iz birakir. Sporlar dogada sapkadan ayrildiktan sonra,
degisik sekillerde cevreye yayilir. Distiikleri yerde uygun kosullar bulduklarinda
¢imlenip, ipliksi goriinimde uzunlamasina bir yapi olusturur. Bu ilk ipliksi olusuma, hif
adi verilmektedir. Ilk mantar hifinin degisik yerindeki hiicreler boliinerek degisik
yonlere dogru ¢ogalir. Boylece toprak iginde birbiri i¢ine girmis bir¢ok hif meydana
gelir. Bu hifle topluluguna misel denir. Miseller yeteri kadar yogunluk kazanip bir
yumak halini aldiginda vegetatif biiylime durur, topragin ist kismina yakin yerlerde
miseller siklagarak kiiciik igne basi gibi ¢ikintilar meydana gelir. Bu donem mantarin
vegetatif buylmeden generatif biiyiimeye gecis donemidir. Belli bir sure sonra toprak
istiinde kiicik yumrular olusur. Bu yumrularin daha da biiyiimesiyle sapka sap
meydana gelir. Once sapkanin kenar kisimlar1 sapla birlesmis durumdadir. Daha sonra
sapkanin kenar kismi saptan ayrilir ve sapka genisler. Sapkanin alt kisminda siyah
renkli lameller lizerinde sporlar olusur. Sporlar olgunlastiginda sapkadan ayrilip tekrar
etrafa yayilir. Bunlar bulunduklari yerlerde ¢imlenerek yeni yeni mantarlart meydana
getirir. Boylece mantarin yagsam ¢emberi tamamlanmig olur (Anonim 2012).

1.1.2. Kiltir Mantarlarin Kisimlar:

Hlcre: Mantarin toprak altinda gelisen miselleri topraktan su ve besin
maddelerini alarak mantarin beslenmesini saglar. Bir mantar hiicresinin en diginda hiicre
zar1 ve i¢ kisminda da protoplazma ile ¢ekirdek (niikleus) ve cekirdek igcinde de bir
cekirdekgik bulunur. Mantarin hiicre zar1 oldukga farkli yapiya sahiptir. Hiicre zarinin
birlesimi hiicrenin yasina, ¢evre kosullarina ve 6zellikle sicakliga, biiyiime ve gelisme
ortaminin besin maddesi durumuna ve pH'ina baghdir. Hiicre icinde birden fazla
cekirdek bulunabilir. Kiiltliir mantarlarinda iki ¢ekirdek vardir. Yagh hiicrelerde biiyiime
durdugunda, hiicre i¢indeki ¢ekirdek birgok kere bdliinerek hiicreyi ¢ok cekirdekli
duruma getirebilir (Anonim 2012).

Hifler ve Miseller: Mantar sporunun ¢imlenmesi ile hiicreler meydana gelir.
Hiicrelerin boliinerek ¢ogalmasiyla silindir seklinde tiipsii iplikgikler hifleri olusturur
(Sekil 1.1). Hifler renksizdir. Ancak baz1 mantar tiirlerinde hiicre duvarlarinda melanin
maddesinin birikmesiyle koyu bir goriiniis ortaya ¢ikar. Hifler ilk buyume dénemlerinde
iki uctaki hiicrelerin bdliinmesi ve ¢ogalmasiyla ipliksi bir sekil alir. Hif belli bir
blytikligli aldiginda ortadaki hiicrelerde boéliinerek hifler dallanir. Ortam i¢inde
yumaklagsma meydana gelir. Bu hiflere primer misel adi verilir.
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Primer misellerin birlesmesiyle sekonder miseller meydana gelir. Mantar miselleri hem
vegetatif yani somatik ve hem de sap ve sapka meydana getirip, generatif iiretim
yapacak giigtedir. Sapkasi agilmis bir mantar alinip, sapkanin alt kismi incelenirse
uzunlamasina oluklu bir yapiya lamel adi verilir (Anonim 2012).

Sap ve Sapka (Karpofor): Mantarin yemeklik olarak tiketilen kismini
olusturmaktadir (Sekil 1.1). Sap ve sapkanin yapi tasi hiflerdir. Hiflerin dik eksene
paralel olarak bir araya gelmesiyle sap meydana gelmektedir. Béylece sap silindirik bir
gorinim kazanir. Sapin st tarafindaki u¢ hifler gevreye dogru yon degistirerek
sapkanin olugsmasini saglamaktadirlar.

Sapkanin genislemesi ve biiylimesiyle, sapkanin alt yiizeyinde lameller ortaya
¢ikar. Bunlar mantarin iireme organlarini oluturmaktadir. Ilk 6nce pembe renkli olan
lameller tizerindeki sporlarin olgunlasmasiyla kahverengi siyaha doniisiir. Lameller,
sapka bezelye biiyiikliiglinii aldig1 siralar olugsmaya baslar. Sapka kapali oldugundan
baslangicta fark edilmemektedir. Ancak sapka agilinca varliklari ortaya ¢ikar. Sapkanin
biiyiikliigi, tad1 ve kokusu tiirlere ve kismen mantarin yetistigi ortama gore ¢ok farklilik
gostermektedir. Sapka rengi genellikle saman sarisi, beyazdir. Bazi ¢esitlerde renk krem
veya agik kahverengine doniisebilmektedir (Anonim 2012).

Sporlar: Sapkanin agilmasiyla alt tarafta lameller ortaya g¢ikar. Lamellerin
tizerinde sporlar olusur. Sporlarin olusum siiresi 40 dakikadir. Ancak bu siirenin
sonunda 5-7 saatlik bir olgunlagsma donemi gegirir. Sporlar ilk iki saatte renksizdir.
Daha sonra olgunlasma donemine girerek pigmentler olusur. Renk Once acik
kahverengi, sonra morumsu kahverengine doner.

Sporlarin yiizeyleri diizdiir. Cim borusunun ¢ikisina yardim eden ug¢ kisim (por)
fazla belirgin degildir. Bir sapkadan yaklasik 6-7 milyar spor olusabilir. Sporlar
genellikle iki cekirdeklidir. Bazen 1-4 cekirdek tasiyan sporlara da rastlanir (Anonim
2012).

Kompost: Kiiltir mantar1 (Agaricus bisporus) saprofit bir canlidir, bitkisel
kaynakli 6lmiis ve fermentasyona ugramis (¢iirlimiis) organik maddeler {izerinde gelisir.
Kiiltiir mantarinin yetisebilmesi i¢in lizerinde gelistigi ortamdaki organik maddelerin
kismen ya da tiimilyle par¢alanmis ve mantar tarafindan kolayca alinabilir formda
olmas1 gerekir. Mantar yetistiriciliginde organik maddece zengin bitkisel kaynakli
materyallerin belirli yontemlerle par¢alanmasi islemine “kompostlagtirma”, hazirlanan
ortama da “kompost” adi verilir.



GIRIS D. ATES

Sapkali Mantarlarm Balimleri

LAMELLER 4 SPORLAR
VOLVA (CORAP. ZARF)
HIFLER , MISEL (MISELYUM)

Sekil 1.1. Sapkali Mantarlarin Béliimleri (Arisoy 2018)

1.1.3. Diinyada ve Tiirkiye’de Mantar Uretim ve Tiiketim Miktarlari

ltalya; %9.8

Polonya;
%2.83
Hollanda;
20: 45 T

Sekil 1.2. Diinyada baslica mantar iiretici lilkeler ve iretim paylar1 (Eren ve Peksen
2016)
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Son 50 il igerisinde, diinya kiiltir mantar1 iiretiminde hizli bir biiyiime
yasanmustir. Kiiltiir mantar1 yetistiriciligi ilk olarak 1650 yilinda Fransa'da baslamistir.
1900°1ii yillardan sonra Amerika Birlesik Devletleri, Ingiltere, Macaristan, Danimarka
ve Almanya gibi Ulkelerde mantar Ureticisi Ulkeler arasinda yer almislardir (Gunay
1995). 2000-2013 yili mantar iiretim miktarlarina gore en fazla kiiltiir mantari {ireten 5
tilke olarak Cin, italya, Amerika Birlesik Devletleri, Hollanda ve Polonya siralanmistir
(FAO 2015).

Diinyada yaklasik olarak %30 ile en fazla kiltiir mantar tiretimi yapilan cins
baslica Agaricus bisporus ve A. brasilensis tirlerine sahip olmakla birlikte Agaricus
cinsidir. Kiiltiir mantar1 tiretiminde Pleurotus cinsi %27 ile ikinci sirada ve %17 ile
Lentinula cinsi ii¢iincii sirada yer almaktadir. Diinya kiiltlir mantari {iretim miktarlarinin
cinslere gore dagilimina benzer sekilde Tiirkiye’de de Agaricus cinsi %86 orani ile
birinci sirada, %10 orani ile Pleurotus turleri ikinci ve %3 ile Lentinula edodes turi
ticlincii sirada yer almaktadir (Sekil 1.3). 2013 yil1 iiretim miktarlar1 dikkate alindiginda
Tiirkiye'de kiiltiir mantari iiretiminde en biiylik pay: sirasiyla Antalya, Burdur, Konya,
Kocaeli ve Izmir illeri olusturmaktadir. Bunlari Denizli, Malatya ve Kiitahya illeri
izlemektedir (TUIK 2015). Antalya ilinde 2004 yilinda Tiirkiye kiiltiir mantari
dretiminin  %74'0  gergeklesirken 2013 yilinda ise toplam dretimin %355'
gerceklesmistir. Antalya ili Korkuteli ilgesi Tiirkiye'nin kiiltiir mantart ve kompost
uretim merkezi durumunda olup, 18.500 ton ile en fazla mantar Gretiminin yapildig ilge
konumundadir. Tirkiye kiiltir mantart iretim miktar1 2017 itibari ile 40.874
tondur.(TUIK 2017).

A L. edodes Diger
brunnescens 053 901
%6

P ostreatus
%10

Sekil 1.3. Tiirkiye mantar tiretiminin tiirlere gore dagilimi (Eren ve Peksen 2016)
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1.1.4. Kultir Mantarlarinda Hastaliga Sebep Olan Yaygin Gorilen Fungal
Etmenler

Kiiltiir mantar1 yetistiriciligi bircok biyotik ve abiyotik faktore bagli olarak
biyolojik bir sistem tarafindan kontrol edilir. Yetistiricilik siiresince bircok
mikroorganizmanin Kontaminasyonu ile de karsi karsiya kalinmaktadir. Biyotik
faktorler arasindan Ozellikle fungal etmenler hem rakip hem de parazitik faaliyet
gosterirler ve Uretim boyunca da en fazla rastlanan biyotik stres faktorleri arasindadirlar
(Singh vd. 2006). Temiz, uygun nem ve sicaklik kosullar1 saglanmis bir ortam ve
pastorize edilmis, karbonca zengin substrat yetistiricilik i¢in en uygun kosullardir.
Ancak bu kosullar bir¢ok parazitik mikroorganizmanin da gelisebilmesi i¢in uygun bir
ortam saglar (Fletcher ve Gaze 2008).

Turkiye'de kiiltiir mantar1 yetistiricilik isletmelerinde verim ve Kkalite
kayiplarinin baginda hastalik ve zararlilar gelmesine ragmen, bu konuda iilkemizde
istenilen diizeyde ¢alisma bulunmamaktadir. Glnumizde diinyada Ozellikle PCR
temelli teknikler, bir ¢cok 6nemli hastalik etmenlerinin tiir ve irklarinin tanimlanmasinda
oldugu gibi kiiltiir mantarinda hastaliga sebep olan bazi funguslarin teshis ve
tanimlanmasinda da kullanilmaktadir. Yine bu tenikler funguslarin ortaya cikacak yeni
virllent wrklarinin izlenmesinde oldukg¢a tercih edilmektedir. (Romaine vd. 2002).
Ancak iilkemizde var olan bu hastaliklara hangi tiirlerin sebep oldugu dahi
bilinmemektedir. Kultlir mantar yetistiriciliginde hastaliklara karsi etkin bir miicadele
yontemi bulunmamasi nedeni ile koruyucu o©nlemlere agirlik verilmektedir.
Enfeksiyondan sonra uygulanan muicadele ydntemlerinin hastalik etmenlerinin
kontrolinde genellikle hicbir faydasi olmamaktadir. Bu nedenle hijyenik onlemlere
uyulmasi, uygun pastorizasyon ve oda dezenfeksiyonu ile fungal hastaliklarin ¢ikigi en
aza indirilebilir. Ulkemizde kiiltiir mantar1 yetistiriciliginde (A. bisporus) en fazla
rastlanilan fungal etmenler 6riimcek ag1 hastaligi (Cladobotryum spp.), yas (Mycogone
perniciosa) ve kuru kabarcik (Verticillium fungicola) hastaligi, yesil kiif (Trichoderma

spp.)’dir.

Kuru Kabarcik (Verticillium fungicola)

Verticillium fungicola ticari mantar {iretim alanlarinda verim kayiplarina sebep
olan en Onemli fungal hastalik etmenidir. Ticari anlamda yetistiricilik yapan
mantarhanelerde yillik maliyeti toplam gelirin %2-4 arasina denk gelir ( Berendsen ve
ark. 2010). Yarattig1 {iiriin kayiplart %10-20 arasinda degisir. Bu oranlar kiiltiir
mantarlarinda zarara neden olan diger patojen ve boceklerden fazladir (Russel 1984).
Verticillium fungicola nin virlilensligi, enfeksiyonun zamani, kiiltiir mantarinin gelisim
evresi, mantarin genetik cesitlilii ve baslangigta enfeksiyona sebep olan konidi miktari
meydana gelen simptomlarda g¢esitlilige sebep olmaktadir ( Del Carmen vd. 2002;
Fletcher 1981; Nair ve Macauley 1987; Sharma ve Kumar 2005; Baar vd. 2007).
Hastaligin bulagsmasiyla belirtilerinin ortaya ¢ikmasi arasindaki stre ortalama 14 glndur
(Anonim 2012). Patojen kiiltiir mantarinin generatif organlarinin morfolojik olarak
gelisimini etkiler ve 3 tip simptom gosterir. Sapin ikiye boliinmesine, kiire sekilli
mantar kitlelerinin olugsmasina ve lekelenmeye neden olur. Erken enfeksiyonlar oldukca
siddetli yikimlara sebep olur, sapka ve sap farklililasmasi olmaz ve sekilsiz mantar
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kitleleri olusur. Bu kuru kabarcik olarak adlandirilir. Sapin enfekte edilmesi sapka
kisminin olgunlasmaya baslamasindan sonra gergeklesir ve sap deformasyona ugrar.
Sap icerigi disar1 ¢ikar ve sapka ile komposttan su ve besin aligverisi ortadan kalkar. Ya
da kismi olarak dokularin carpitilmasiyla bir kisim saglikli goriiniirken diger taraf
deforme olmus olarak goriiniir. Sapka iistiinde diizensiz, merkezde grimsi renk tonunda
biiyiik kahverengi lekeler olusur. Bu grimsi renk tonu fungus sporulasyonundan
kaynaklanmaktadir. Bu simptomlar ge¢ enfeksiyonlarda gerceklesir (Piasecka 2010).
Verticillium fungicola sporlari toprakta bir yildan fazla canli kalabilir. Kuru ortamlarda
7-8 ay sporlar canli kalabilir. Bu nedenle ilk once iiretim alanlarinda goriiliir.
Kompostta gelisemezler bu nedenle en 6nemli inokulum kaynaklar ortii topragidir.

En Onemli yayilma kaynaklar1 sineklerdir. Sporlar vektorlerin bacaklarina
yapisarak uzun mesafelere tasinabilirler. Riizgarin, tasinmada onemli rolii olmadigi
goriilmiistiir ki riizgar hizinin belli bir seviyenin iistiinde olmasi1 gerekir. Hastalik
etmenin yayilmasinda 6nemli diger bir etken sudur. Calisanlar ve alet ekipmanla da
tasindiklar1 bilinmektedir. Bu hastaligin kontroliinde hijyen kurallarina uyulmasi
olduk¢a Onemlidir. Kimyasal uygulamalar patojende diren¢ gelisimine neden oldugu
icin tercih edilmemektedir. Gelecekte yiiriitiilecek ¢alismalar arasinda Agaricus
bisporus’ta bu etmene kars1 dayaniklilik saglayacak geni bulmak ve nakletmek olacaktir
(Berendsen vd. 2010).

Sekil 1.4. Verticillium fungicola var. fungicola konidileri
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Sekil 1.5. Verticillium fungicola nin PDA ortaminda 5 giin sonraki geligimi

Sekil 1.6. Verticillum fungicola nin PDA ortaminda 14 giin sonraki gelisimi
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Sekil 1.8. Verticillum fungicola’nin mantar dokularinda meydana getirdigi sekil
bozukluklari
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Yas kabarcik (Mycogone perniciosa)

oldukca biiyiik verim kayiplarina yol acan fungal patojenlerden birisidir. Hastaligin
sporlarinin kuru organik materyal iizerinde en az 3 yil canli kalabildigi goriilmiistiir.
Enfeksiyon ile hastaligin belirtilerinin goriilmesi arasindaki siire yaklasik 10-14 gindr.
Konukgu spesifik bir fungus olmamasina ragmen en uygun konukgusunun A. bisporus
oldugu goriilmistiir (Brady ve Gibson 1976; Sohi ve Grewal 1987). Hastaligin
belirtileri, bulagmanin sapka gelisiminin hangi devresinde olduguna bagli olarak degisir.
Mantarlarin ilk olusum devresi, yani sap ve sapka farklilasmasindan Onceki
bulagsmalarda, hastalik mantarin generatif organlarini etkiler ve bunlarin farklilagmasini
engeller bu nedenle ortaya promordia adi verilen bir yap1 ortaya ¢ikar ki bu yap1 sekli
bozuk, tiimdrlesmis, hiperplastik bir yapiy1 andirir. Bunlar biiytik, diizensiz, siskinlikler
olusturur bu tiimdrlii yap1 tlizerinde ayrica gézyasi benzeri agik renkli akintilar olusur.
(Umar vd. 2000). Mantarin generatif organlari beyaz kabarik patojen miselleriyle
kaplanir. Ik baglarda beyaz renkli, kabarik bu misel kitleleri sonradan kahverengi
clirimiis yapiya doner. Sapka lzerinde acik renkli akintilar goriiliir, bu akintilar
nedeniyle hastalik yas kabarcik olarak adlandirilmistir. Sonugta ¢lirimiis mantarlar
bakteriler tarafindan enfekte edildiginde ortama kotii kokular yayilir. (Sharma ve
Kumar 2000; Umar vd. 2000). M. perniciosa, Verticillium benzeri kondiofor izerinde
kisa kalin duvarli phialokonidi ve daha genisge bicellular konidi (aleuriospores)
olusturur. Vejetatif miselyum Uzerinde bulunan bu iki yapida enfeksion yapabilme
yetenegine sahiptir( Holland ve Cooke 1990).

Yas kabarcigin yayilmasi, hastalik sporlar1 ve miselleriyle olmaktadir. Bulasik
ortli topragi, hava kanallarindaki tozlar, hava akimlari, sinekler, hasat yapan personel ve
kullanilan aletler hastaligin tasinmasinda rol aldigi bilinmektedir. Ortii topragmin
lizerinde ve icinde ¢ok iyi gelistiginden, kontrolii ¢ok zordur. Ilaglama ile orti
topraginin igindeki fungal yapiya normalde ulagilamaz. Bu nedenle miicadeleden c¢ok
koruyucu 6nlemlere agirlik verilmelidir (Anonim 2012).

W Ates 2017

Sekil 1.9. Mycogone perniciosa nin meydana getirdigi sekil bozuklugu ve akintilar
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Sekil 1.11. Mycogone perniciosa nin PDA ortaminda 7 giin sonraki gelisimi
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Sekil 1.12. Mycogone perniciosa aleuriosporlari

Oriimcek Ag1 (Cladobotryum spp.)

Verticillium fungicola ve Mycogone perniciosa’dan sonra mantar iretim
alanlarinda en 6nemli fungal patojendir (Poto¢nik 2006). Cladobotryum’a ait 3 turiin
beyaz sapkali mantarlarda (Agaricus bisporus)’ta 6riimcek ag1 hastaligina sebep oldugu
bildirimistir. Cladobotryum tirleri: C. dendroides (Bulliard : Fries) W. Gams ve
Hoozemans (teleomorph Hypomyces rosellus (Albertini ve Schweinitz : Fries) Tulasne
ve C. Tulasne), C. mycophilum (Oudemans) W. Gams ve Hoozemans (teleomorph
Hypomyces odoratus G. R. W. Arnold) ve C. varium Nees : Fries (teleomorph
Hypomyces aurantius (Persoon) Tulasne) (Eicker ve Van Greuning 1991). Bu (g tlr az
ya da ¢ok benzer simptomlar gosterir. Konukg¢u mantar misellerinin yizeyleri (stinde
hizl1 bir sekilde kolonize olurlar pamugumsu kabarik grimsi beyaz renkli miselleriyle
biitiin yiizeyi kaplarlar ve konukg¢unun misellerini ¢iiriitiirler. Zamanla miselleri sarimsi
ya da aurofusarin pigmentinden dolay1 kirmizimsi pembe renk alir. (McKay vd. 1998).
C. varium digerleri gibi tipik pembemsi kirmizi renkte misel olusumu goriilmez. C.
dendroides belirgin basal hilum ile fialid ve konidi Uretir. C. mycophilum bu
karakteristik Ozellikleri gostermez. Cladobotryum tirleri toprak kdkenli kozmopolit
kiiltir mantar1 ekim alanlarinda yaygin olarak goriilen funguslardir (Van Zaayen ve
Van Andrichem 1982; McKay vd., 1998, 1999). Sporlar steril suda yedi giin canli
kalabilir. Miselleri koyu renkli mikroskleroti olusturur. Olusan mikrosklerotiler hastalik

12
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etmenin uzun sure ortamda canli kalmasini kolaylastirir. Sporlart kolaylikla hava
yoluyla , sinekler, insanlarla , alet ekipmanla ve vektorlerle uzun mesafelere
tasinabilirler ve bu hastalik sadece oOrtii topragi {izerinde ortaya ¢ikar(Adie ve Grogan
2000). Cladobotryum spp. tirlerine ait konodioforlar vertisatillat yada dizensiz olarak
dallanirlar. Dallanmis konidioforlar 3 ile 4 kadar fialid tasirlar. Konidioforlar sefaf,
baslangigta tek hiicreli olup sonradan 1 ila 3 bdlmeye ayrilirlar. Onceden simetrik
olarak dizilerek fialidleri olusturan sporlar yaklasik olarak 21-30 X 9-10.5 pm
boyutundadir. Miseller siyah mikroskleroti tretirler (Hughes 1978). Cladobotryum spp.
tirlerine ait sporlar genel olarak nemli ortamda 7 yil canli kalabilirler.
Mikrosklerotilerinin canli kalabilme orani ise bir hayli yiiksektir. Steril sularda, aylar
sonra bile mikrosklerotilerin % 100°niin ¢imlenme giiciine sahip oldugu goriilmistiir.
Ortii topragi ¢ok hizli bir sekilde sporlar tarafindan enfekte edilmesine ragmen
simptomlar genellikle son flaslarda gériiliir. Ortii toprag1 patojenin miselleri ile 6nceden
enfekteli ise simptomlar ilk flagtan 6nce goriiliir.

Cladobotryum spp. sporlart hava vasitasi ile tasmarak kolayca yer
degistirebilirler (Adie ve Grogan 2000). Patojen ortami sicak ve nemli ortamlarda hizli
bir sekilde gelisir. Diislik havalandirma ve yliksek toprak nemi hastaligin gelismesine
olanak saglar. Ortii topragmin 50 °C’de 4 saat sterilizasyonu etmenin eliminasyonu igin
onemlidir. Her hasattan sonra yastik yiizeyinde kalan sap artiklar1 ve 6lii mantarlar
temizlenmeli, sicaklik ve nem kontrolii hastaligin 6nlenmesini saglar (Sharma 1994).

Sekil 1.13. Cladobotryum spp. meydana getirdigi pamugumsu beyaz miselleri
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Sekil 1.14. Cladobotryum spp. PDA ortaminda 3 giin sonraki gelisimi

Sekil 1.15. Cladobotryum spp. PDA ortaminda 7 sonraki gelisimi
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Sekil 1.16. Cladobotryum spp. konidileri

Yesil Kiif ( Trichoderma spp.)

Yesil kiif hastali1 diinya’da kiiltiir mantar yetistiriciligi endiistrisinin en 6nemli
problemlerinden birisidir. Sinden ve Houser ilk olarak bu hastaliga Trichoderma
tirlerinin sebep oldugunu tanimlamislar ve bunu potansiyel olarak beyaz sapkali
mantarlara zarar veren 6nemli rakip patojenler arasinda gormiislerdir (Sinden ve Houser
1953).Yesil kiif hastalig: ticari mantar ekim alanlarinda onlarin su, karbondioksit ve
besinlerine ortak olarak mantar misellerinin gelismesini olumsuz yonde etkiler ve bu
nedenle 6nemli verim kayiplarina sebep olur (Morris vd. 1995). Ayni zamanda kiiltiir
mantarlarimin  hiicrelerini  yikici hidrolitik enzimler salgilayarakta zararli olurlar
(Goltapeh ve Dnaesh 2000). Diinya’nin birgok yerinde %10-80 arasinda degisen verim
kayiplarina sebep oldugu bildirilmistir (Rinker ve Alm 1977). Trichoderma spp. tirleri
uygun kosullarda hizla gelisir ¢ok ¢esitli besinlerden faydalanabilir(Eveleigh 1985;
Singh vd. 2006).

Simdiye kadar mantarhanelerde Trichoderma tiirlerinin sebep oldugu yesil kiif
hastaligin1 eredike edecek c¢ok etkili bir yontem bulunmamakla birlikte yetistirme
ortamlarda T. harzianum, T. viride, T. aureoviride, T. koningi, T. hamatum, T.
piluriferum, T. psedokoningii, T. longibrachiatum, T. inhamatum, T. croceum, T.
stricipile, T. atroviride, T. cf. virens ve T. parceramosum. gibi bircok tur
tanimlanmustir. Tiim bu tiirler arasinda Trichoderma harzianum ve bu tiire ait 4 wrkin
Oonemli verim kayiplarina sebep oldugu goriilmistir (Sharma vd. 1999;
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Fletcher ve Gaze 2008). Trichoderma harzianum’a ait 4 wk arasindan Th2 ve Th4
olarak tanmimlanan irklarin siddetli enfeksiyona sebep olurken Th3 ve Thl ise siddetli
enfeksiyonlara sebep olmaz. Gunlimuzde ise Th2 irki1 T. aggressivum f. europaeum, Th4
k1 T. aggressivum olarak tanimlanmaktadir. Th4 ki 6zellikle Kuzey Amerika’da Th2
irk1 ise Avrupa’da 6nemli epidemilere sebep olmustur. Th2 ve Th4 irklar1 Trichoderma
harzianum’un benzer diger irklarindan morfolojik ve gelisme oranlarinda ki
farkliliklarla ayrilirlar (Seaby 1996).

Uygun kosullarda kompost i¢cinde ve oOrtii topragi lizerinde yesil kiif hastalig
ortaya cikabilir. Ozellikle yeterince temizlenmemis eski yastiklar onemli inokulum
kaynaklaridir (Anonim 2012). Ortii toprag1 ya da kompost iizerinde Agaricus bisporus
misellerine benzer bir misel gelisimi olusur ve sonrasinda yogun sporulasyondan dolay1
yesil bir goriiniim alir. Sonrasinda enfekteli mantarlarda ve misellerinde
kahverengilesme, sekil bozukluklari ve yarilmalar, Verticillium fungicola simptomlarina
benzer sap iizerinde soyulma ve sapka iizerinde kahverengimsi lezyonlara sebep olur
(Sharma vd. 2007).

Yetistirme ortamlarinda hijyene dikkat edilmesi uygun bir sekilde kompostun
pastOrizasyonu ve havalandirilmasi etmenin gelisimini olumsuz etkiler.

Sekil 1.17. Trichoderma spp. kompost iizerinde meydana getirdigi yesil sporulasyonu
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Sekil 1.19. Trichoderma spp. yesil sporlari
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1.2. ITS: Transkribe Edilen internal Ara Bélgeler (Internal Transcribed Spacer)
ve rDNA

rDNA oOkaryotlarda cekirdekte yer alan, kopyalar1 pes pese dizili, coklu bir gen
bolgeleridir. Tekrarlanan her bir bolge 18S, 5.8S ve 28S rRNA genlerini icermektedir.
Bu genler ITS1 ve ITS2 (Internal Transcribed Spacer), ETS (External Transcribed
Spacer) ve IGS (Intergenic Spacer) isimli bolgelerle birbirinden ayrilmistir. Yiiksek
frekansli mutasyonlar gosteren ITS bdlgesi cinsler icindeki tirler arasinda ya da
populasyonlar arasinda farkliliklar gostermektedir (White vd. 1990).

Kodlanmayan iki degisken bdlgeden meydana gelen ITS bdlgesi, oldukca
korunmus kiictik alt birim (SSU) ile 5.8S alt birimi arasinda (ITS1 bdlgesi) ve de biiylik
alt birim (LSU) rRNA genleri ile 5.8S alt birimi arasindaki bolgede (ITS2) yer
almaktadir. IGS bolgesi ardisik iki tekrar bolgesini birbirinden ayirir. ETS ise bu tekrar
bolgelerinin en disinda kalan bolgeleri olusturmaktadir.

ITSIF TS5 TSt ITS3
—
R 535 & 52 :';::jjj;.j'; s 283 B S T
ITS2 ITea iTsaB

Sekil 1.20. Funguslarda rDNA bélgesi (Boysen vd.1996)

Protein sentezinin oldukca eski ve tim organizmalarda ortak bir 06zellik
olmasindan dolayr organizmalar arasindaki evrimsel iligkiyi ayirt edebilmek igin
rRNAlar uygun molekullerdir. rRNA fonksiyonel olarak sabit, evrensel olarak yayilis
gosteren (yaygin) ve filogenetik farki, 6l¢iilii bir sekilde koruyabilen bir molekiildiir.
Ayrica rRNA gibi biiyiik bir molekiildeki olasiliklarin sayis1 oldukga fazladir ve iki dizi
arasindaki benzerlikler filogenetik bir iligkiyi isaret etmektedir. rRNA dizi analizlerinin
sonuglart ve molekiiler genetik caligmalar organizmalar arasindaki dogru evrimsel
iligkileri yansitacak sekilde filogenetik agaclarin elde edilmesini saglamistir. (Madigan
vd. 2003).

rRNA genlerinin kodlandigit DNA dizileri funguslarda taksonomik iligkilerin ve
genetik varyasyonun belirlenmesi ¢aligmalarinda 6nemli oranda tercih edilmektedirler
(Salazar vd. 2000).
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ITS1F primeri funguslara 6zgii bir primerdir ve rDNAnin SSU geninin 3’ucunda
tamamlayicidir. 1TS4 primeri ise evrensel bir primer olarak tanimlanmistir ve LSU
geninin 5° ucunun tamamlayicisidir (White vd. 1990; Gardes ve Bruns 1993). 18S
rDNA nispeten yavas evrim gegirir ve uzak akraba organizmalarin karsilastirilmasinda
kullanilmaktadir. Kodlama yapmayan (ITS ve IGS) bolgeleri daha hizli evrim gegirir ve
bir cinse ait tlrlerin veya bir tiirdeki suslarin karsilastirilmasi i¢in kullanilmaktadir. 28S
rDNA’nin bazi bolgeleri tiirler arasinda farklilik gostermektedir (Edel 1998). ITS gibi
DNA dizileri diger tiim tiirler igerisinden tek bir tiiriin saptanmasi i¢in uygundur. Ornek
olarak; ITS dizilerindeki farklilik mantarin izolasyonuna gerek kalmadan konukgu
bitkideki ¢ogu fitopatolojik fungus tiiriiniin saptanmasini saglamistir. rDNA’nin diger
dizileri 6rnegin 18S rDNA, 28S rDNA ve mitokondriyel rDNA dizileri de spesifik
primerler gelistirmek i¢in kullanilmaktadir (Gardes ve Bruns 1993).

ITS bolgesi 4 temel nedenle mantarlarda molekiiler karakterizasyon caligmalari
icin 6zellikle kullanighdir:

1. ITS bolgeleri nisbeten kicuk bdlgelerdir (500-800 bp) ve evrensel tek bir
primer cifti (rRNA alt birimleri igindeki korunmus bolgelerin komplementeri)
kullanilarak PCR ile kolaylikla ¢ogaltilabilmektedirler.

2. rtDNA birimlerinin ¢ok sayida tekrarlarinin olmasi sebebi ile, seyreltilmis ya
da oldukga pargalanmig DNA 6rneklerinde dahi ITS bdolgesi kolaylikla ¢ogaltilabilir.

3. Morfolojik agidan farkl: tiirler arasinda ITS bolgesi yeterince degisken olabilir
ve bu nedenle ITS RFLP restriksiyon verileri genetik uzakligi tahmin etmek igin
kullanilabilir, boylece filogenetik ve sistematik analizler i¢in karakterler saglayabilir.

4. ITS tire 6zgu problar, bir kromozomal kiitiiphane olusturmaya gerek
kalmaksizin hizli bir sekilde PCR ile iiretilebilir. Birgok arastiric1 dizilerin tekrarlayan
birimler seklinde olmasi ve tiirler arasinda degisken, tiir i¢cinde benzer olma egiliminde
olmasindan dolayi, tiire Ozgii problari gelistirmek icin dizileri ITS bolgesinden
se¢mektedir (White vd. 1990; Bruns vd. 1991; Lee ve Taylor 1992).
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2. KAYNAK TARAMALARI

Eren ve Peksen (2016), Yaptiklar1 arastirmada Tirkiye’de kiiltir mantar
sektoriiniin durumu ve gelecegi hakkinda bilgi vermisler ve ge¢misten giiniimiize
Tiirkiye’de kiiltiir mantar1 iiretimi ve tliketiminin arttigin1 vurgulamislardir. Ayrica
yapilan ¢alismada Diinya mantar Uretim, tlketim, ithalat, ihracat verileri Turkiye ile
kargilagtirilmis  Tiirkiye’nin  diinya mantar {iretiminde hangi noktada oldugu,
yetistiriciligin daha iyi noktalara gelebilmesi i¢in teknolojik gelismelerin takip edilmesi
iyl tarim uygulamalarinin giderek daha yaygin hale getirilmesi ve iireticilere iiretim
konusunda egitim verilmesi gerektigi vurgulanmistir.

Callopy vd. (2001) 1999 yilinda Pensilvanya mantarhanelerinden toplanan
yaklasik Verticillium fungicola 40 izolat ve Onceden koleksiyonda var olan 28
Verticillium spp. tlrleri r DNA ITS bélgesi sekans analizlerine gore 40 izolat ve
koleksiyondaki 13 izolat V. fungicola var. aleophilum’a ait. Avrupa izolatlarinin ise V.
fungicola var. fungicola ile daha yakin benzerlik gosterdigi goriilmistir. Kuzey
Amerika’da Avrupa izolati olmayan V. fungicola var. fungicola izolatlart da
saptanmistir. Ayrica RAPD primerleri de Pensilvanya izolatlarinin V. fungicola nin
klonal populasyonlarini oldugu saptanmustir.

Sergio Juarez Del Carmen vd. (2002), Bu g¢alismada kiiltiir mantarlarinda kuru
kabarciga sebep olan Verticillium fungicola var. aleophilum ve Verticillium fungicola
var. fungicola arasindaki genetik, morfoljik ve patojenik farkliliklar ortaya konmaya
calisilmistir. Genetik cesitliligin varligt RAPD primerleri ile miselyal gelisme, hiicre
dist enzim tretimi, H2O> duyarliigi fiziksel farklilik ve patojenisite i¢inde in vitro
ortamda kiiltiir mantarlar1 kullanilmistir. Fiziksel 6zellikler gosremistir ki Verticillium
fungicola var. aleophilum ,Verticillium fungicola var. fungicola’dan daha hizli kolonize
olabiliyor konukgu ile daha ¢abuk etkilesime girip daha ¢abuk hasta ediyor. Verticillium
fungicola var. fungicola ayrica daha az enzim salgiliyor ve onlarin spor ¢imlenmesi,
miselleri hidrojen peroksite karsi daha hassas ve bu fizyolojik farkliliklar patojenisiteyi
ve viriilensligi etkiliyor. 5 izolat Fransa ve Ingiltere, 40 izolat Kuzey Amerika’dan
toplanmistir. Simdiye kadar bu iki varyeteden varligindan s6z edilirken 2 farkli izolat
bulunmus ve bunlarin biyotip (farkli cografik bolge kaynakli) oldugu diistintilmiistiir.

Romaine vd. (2002), PCR yontemi ile kiiltiir mantarlarinda kuru kabarcik
hastaligina sebep olan Verticillium fungicola var. aleophilum (Vfa),’y1 spesifik olarak
tanimlamaya ¢alismislardir. Bunu 20 izolat {izerinde denemislerdir ki bu 20 izolat 30
yildir ekim alanlarindan toplanmis primerlerde bu toplanan izolatlarin DNA’ larina gore
dizayn edilmistir. Bu nedenle bu primerler toplanan  Verticillium fungicola var.
fungicola izolatlarinin  ve diger tiirlerin DNA’larmi ¢ogaltamamustir. Kultlr
ortamlarinda hastaligin tanilanmasi 2 haftay1 bulmaktadir, ancak bu yontemle 3 saatten
az bir siirede patojen tanilinabilmektedir. Bu ydntemle patojenin hizli bir sekilde
tanisinin ve teshisinin yapilmasini, hastaligin yonetim programlari, ekim alanlarinda
potansiyel olarak enfeksiyon kaynagi olabilecek inokulum kaynaklarinin taranmasinda
etkili olacaktir.

Berendsen vd. (2010), Verticillium fungicola’yr bircok yonden tanitmaya
calismiglardir. Taksonomik olarak Lecanicillium fungicola (Preuss) Zare ve Gams:
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Kingdom Fungi; Phylum Ascomycota; Order Hypocreomycetidae; Family
Cordycipitaceae; genus Lecanicillium. Konuk¢u araligi Agaricus bisporus, Agaricus
bitorquis ve Pleurotus Ostreatus’dir. Simptom kap tistiinde nekrotik lekeler morfolojik
bozukluk ya da kismi morfolojik deformasyondur. Ekonomik 6nemi verdigi zarar yillik
gelirin %2-4’iinii denk gelir. Inokulum kaynag1 40 °C ‘de sporlar1 6ldiigii icin
kompostta degil ortii topraginda bulunurlar. Yayilmasi: yapiskan sporlari boceklerin
viicutlarin tutunarak uzun mesafelere tasinabilir ve su parcalari ile de tasinabilmektedir.
Kontroli i¢in hijyen ¢ok 6nemlidir gok tercih edilmese de fungusitler kullanilabilir.

Amey vd. (2007) Verticillium fungicola var. fungicola nitrat rediktaz genin
tamamimnin sekansmm1  ve Verticillium fungicola nin ITS bdolgesinin  sekansini
cikarmiglardir. Filogenetik sonuglara gére mantar patojeni olan Verticillium tlrlernin
bitki patojeni Verticillia turlerinden daha ¢ok kitinolitik funguslar 6rnegin bocek
patojeni olan Verticillium lecanii ve Beauveria bassiana ile daha yakin tiirleri
olusturduklari gorilmiistiir.

Miche™ le L. vd. (2007), Real Time PCR kullanarak konukcu fungusun DNA
miktarmi 6lgmiisler ve DNA miktarinin meydana gelen simptomlarda degisiklige sebep
olup olmadigina bakmislardir. Nitekim yaptiklar1 aragtirmada ticari bir kiiltiir mantari
¢esidini kulanmiglar ve V. fungicola izolat1 inokule etmisler ancak DNA miktarinin
meydana gelen simptomlarda bir etkisinin oldugunu bulamamiglardir ve simptom
farkliligin1 enfekte edilen kiiltiir mantarinin evresine , patojenin viriilensligine ve irkin
agresifligine baglamislardir.

Zhou vd. (2014), Cin ‘de kiiltiir mantarlarindan elde edilen 38 Mycogone
perniciosa izolatinin SRAP ile genetik farkliliklari ortaya konmaya g¢alisilmigtir. Test
edilen 1rklar%71.6 seviyesinde benzerlikle 4 kiimede toplanmistir ve bunlarda alt
kiimelere ayrilmistir. Bu ¢alisma gostermistir ki farkli kiiltiir bolgelerinde 6nemli 6lcilide
farklilasma olmustur bu da genetik ¢esitliligin artmasina sebep olmustur.

Kouser vd. (2015), yaptiklar1 arastirmada besi ortaminda Mycogone pernicosa
izolatlarinin morfolojik karakterizasyonunu yapmislar, bu hastaligin yayilmasinda ve
gelismesinde etkili olan etmenleri degerlendirmislerdir. Besi ortamina alinan 6rneklerin
misel renkleri ilk basta agik kahverengi iken 12-14 giin sonra koyu kahverengi almistir
Konidioforlar1 dik, uzun ve vertisatillat dallanma gostermistir. Konidileri tek ,oval ,iki
hiicreli ve kalin duvarhidir. Patojenin hem hiicre i¢i hemde hiicreler arasi bir mikoparasit
oldugu goriilmiistiir. Patojenin yayilmasinda en 6nemli inokulum kaynagi kompost ve
ortii topragidir. Ayrica su parcalari ve sinekler yayilmasinda onemli rol oynadig
belirtilmistir.

Poto¢nik vd. (2008), Sirbistan’da yaptiklart bir arastirmada Oriimcek agi
hastaliginin kuru ve yas kabarcik hastaligindan sonra kiiltiir mantarlar1 i¢in en énemli
hastaliklardan biri oldugunu vurgulayarak bu hastaliga ait Cladobotryum dendroides’i
patojenisite testi ve morfolojik karakterizasyon baz alarak tanimlamaya calismislardir.
Sirbistan’da ki kiiltiir mantar1 ekim alanlarindan 6rnek toplamiglar ve 20 adet izolat
elde etmislerdir. Elde edilen izolatlar besi ortamlarina alinarak koloni morfolojisine
bakarak morfolojik karakterizasyon ve saglikli kiiltiir mantarlarina inokulasyonla
patojenisite testi yapmislar ve sonug olarak erken ve ge¢ donemledeki simptomlarda
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koloni morfolojisinin degistigini, patojenisite testlerinde ise elde ettikleri 20 izolatinda
oldukga viriilens oldugunu bulmuslardir.

Carrasco vd. (2016), yaptiklar1 calisma Ispanya’da 2008 ve 2011 yilinda ticari
kiiltiir mantar1 iireten mantarhanelerde 3 yil boyunca yapilan siirvey caligsmalarinda
onemli ekonomik kayiplara sebep olan oOriimcek ag1 hastaliginin morfolojik ve
molekdiler analizler sonucunda Cladobotryum mycophilum’un neden oldugunu
gormiislerdir. Taksonomi ile ilgili karakterler Gams & Hoozemans (1970)’1n tarifine
gore tanimlanmis izolatlarin klamidospor irettikleri bazi izolatlarin mikroskleroti
tirettikleri goriilmiis kiiltiirlerin ayirt edici bir kokuya sahip olmadiklar1 Conidiogenous
hicreler 14-49 pum uzunlugunda ve 3.2-8.8 um taban genisliginde , fialid varligina
ratlanilmamis. Konidiler hyaline, silindirikten elipsoide, bazen ovoid sekillerde,
belirgin ve merkezde hiluma sahip oldugu goriilmiis ve 25 izolat C. mycophilum olarak
tanimlanmistir. Molekiiler analizlerde 20 izolat ITS1 VE ITS4 primerleri ¢ogaltilmis
olan ITS bolgesinin sekans analizi sonucuna gore degerlendirilmstir. Sekanslarin
BLAST analizi sonucunda C. mycophilum ‘un (teleomorph Hypomyces odoratus)
birgok ITS sekansi ile (99-100%) oraninda benzerlik gosterdigi belirtilmistir.

Back vd. (2012), 2010 yilinda 4 farkli mantarhaneden toplanan 4 Cladobotryum
izolatinin r DNA ITS bolgesi filogenetik analizine gore Agaricus bisporus ve Pleurotus
eryngii’den izole edilenlerin C. mycophilum, Flammulina velutipes ve Hypsizygus
marmoreus izole edilenlerin C. varium oldugu tespit edilmistir. Ayrica ¢apraz
patojenisite testlerine tabii tutulan izolatlardan C. mycophilum 'un C. varium’a gore daha
patojenik oldugu goriilmiistiir.

Singh vd. (2006), Yenebilir mantarlarda yesil kif hastaligina sebep olan
Trichoderma turlerinin molekiler karakterizasyonu icin RCR yontemiyle 5.8S rRNA
ITS1 ve ITS2 bolgeleri ITS1(forward) ve ITS4(reverse) primerleri ile ¢ogaltilarak tiir
ici, tlirler aras1 farkliliklar ortaya konmaya calisilmistir. 18 izolatinda fragment
uzunlugu 600-650 bpolarak belirlenmis tiir i¢inde ve tiirler arss1 uzunluk farkliliginin
olusmadigi goriilmiistiir .ITS bolgesi ile dizilimleri ile BLAST analizi sonucu var olan
18 Trichoderma izolatinin iginde iki farkli tlr T. harzianum ve T. virens oldugu tespit
edilmigtir. RAPD primerleri ile yapilan testler sonucu izolatlarin arasinda tiir i¢i ve
tirler arasinda varyasyonlar goriilmiistiir ve bunlart 8 farkli filogenetik alt sinifa
ayrrmustir. Tirler arasi farklilik potansiyel olabilecek yeni tiirlerin olusmasinda oldukca
onemli oldugu vurgulanmustir.

Chen vd. (1999), Kiiltiir mantar1 Agaricus bisporus’ta yesil kiif hastaligina
sebep olan Trichoderma harzianum 1k 2 ve 4’in karakterizasyonunu yapmaya
calismiglardir. Ge¢gmisten bu yana Avrupa ve Kuzey Amerika’da bir¢ok Trichoderma
tiriinitin  yesil kiife sebep oldugunu ama son zamanlarda epidemiye sebep olanin
Trichoderma harzianum’un 1rklar1 oldugunu gormislerdir. 4 tip k1 birbirinden RAPD
primerleri ile ayirt etmisler ve irk 2 ve 4’iin en en yaygin ve patojenik irklar oldugunu
gormiislerdir. Yapilan molekiiler ¢alismalar sonucu 1irk 2 ve 4’{in benzer dizilime sahip
oldugu goriilmiistiir. Bu onemli 2 patojenik tip spesifik olarak PCR yontemi ile
tamimlanmistir. Ancak Trichoderma harzianum ticari olarak birgok hastalik etmenine
kars1 biyokontrol ajan1 olarak kullanilir, arada hedefte olmayan kiiltiir mantarlarin1 da
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hastalandirabilir bu c¢alisma sayesinde salinmadan Once hangisinin ajan olarak
kullanilabilecegi degerlendirilebilir.

Ospina vd. (1999), yaptiklar1 ¢alismada Trichoderma spp.’nin 81 izolatt PCR
yontemi ile rDNA 1TS1 ve 2 bolgeleri ¢ogaltilmig ve Trichoderma’nin mantarhanedeki
kiltiirleri ile bitki patojenlerine biyolojik kontrol saglayan izolatlar1 arasindaki iliski
arastirtlmaya calisilmig ve filogenetik analizler sonucunda T. harzianum 'un agresif
biyotipleri 2 ve 4 yerine biyolojik kontrol saglayan izolatin T. harzianum’un biyotip 1
izolatina daha ¢ok benzerlik gosterdigi anlagilmigtir. Var olan izolatlarin ¢ok ¢esitli
dizilimlere sahip olduklarint gérmisler ve bunun daha sonra T. harzianum.igin
yapilacak taksonomi ve tanimlama ¢alismalarina kaynak olabilecegini belirtmislerdir.

Hatvani vd. (2006), yaptiklar1 ¢alismada Macaristan’da ticari olarak beyaz
sapkali mantar ve istiridye mantar1 lireten alanlardan 66 adet Trichoderma izolati
toplanmig ve bunlarin ITS 1 ve 2 bdlgeleri baz alinarak filogenetik iliskileri
arastirilmustir. 7 adet Trichoderma tirti tanimlamuslar izolatlardan 17 tanesi T.
aggressivum f. europaeum, 3 izolat T. harzianum , 4 izolat T. longibrachiatum , 1 izolat
T. ghanense , 4 izolat T. asperellum ve 9 izolatin T. atroviride oldugu goriilmistiir. T.
aggressivum f. europaeum ° un cografik olarak Avrupa’da dagilim gosterdigi P.
Ostreatus ve Agaricus bisporus yetistikleri ortam kendilerine 6zeldir ve her iki mantar
tirtinede hastalik yapan aynm1 Trichoderma tlrldar ancak P. ostreatus hastalik yapan
tiirde morfolojik ve kiiltiir gelisimi olarak farlilik goriilmiistiir ve ticari mantar turleri
fazlaliginin yeni epidemelere davetiye ¢ikarttigi belirtilmistir.

Gherbawy vd. (2014), Taif sehrinin farkli bolgelerinden alinan topraklardan elde
edilen 90 Trichoderma (Teleomorph: Hypocrea) izolatt rDNA bolgesi, 18S ribosomal
RNA gen (kismi sekans); internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gen, ve
internal transcribed spacer 2 (tum sekans); ve 28S ribosomal RNA gen (kismi sekans)
icerecek sekilde tiirlerin tanimlanmasi i¢in ¢ogaltilmistir. Sekans sonuglar1 géstermistir
ki 78 izolat Trichoderma harzianum (Tel. Hypocrea lixii). 2 izolat T. longibrachiatum
(Tel. H. Orientalis). Geriye kalan 10 izolatin filogenetik agaca gore yeni tiirleri
olugturdugu gorilmiistiir. Calisma boyunca toplanan Trichoderma harzianum
izolatlarinin yiliksek derecelerde ¢esitlilik gostermesinin sebebinin tiirlerin komplex bir
sekilde bulunmasi tarafindan desteklendigi kanisina varilmaistir.
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3. MATERYAL METOT

Calisma Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiltesi Bitki Koruma Bolumi Molekiiler
Mikoloji ve Entomoloji laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Enfekteli Orneklerin Toplanmasi ve Funguslarin izolasyonu

Bu ¢alisma kapsaminda iilkemizde gunluk en yuksek mantar Gretim miktarina
sahip ve mantar piyasasini belirleyeci konumda olan Antalya ili Korkuteli ilcesinde
bulunan 30 mantarhane ziyaret edilmistir. Kiiltiir mantarlarinda enfeksiyon yapan dort
farkli hastalik etmeni gosterdikleri tipik belirtilere gore toplanmistir.  Her bir
mantarhaneden alinan enfekteli Orneklerden en az 3 tane alinmis, birbirlerine
degdirilmeden naylon posetlere konularak fungus izolasyonu yapilana kadar +4 °C’de
saklanmistir. Tiim funguslarin izolasyonlarinda yetistirme ortami olarak Patates Dextroz
Agar (PDA) kullanilmistir.  Etiketinde tavsiye edildigi gibi 40 gr toz PDA 1 litre saf
suya eklenmis ve otoklavda 2 saat steril edilmistir. Otoklav sterilizasyonundan sonra
PDA ortamima bakteri gelisimini engellemek icin 50 miligram Ampicillin veya
Streptomycin antibiyotikleri konulmus ve ortamlar steril petrilere (90 mm ¢apindaki)
dokullerek katilasana kadar oda sicakliginda steril kabin icinde bekletilmistir.
Sonrasinda laboratuvara alinan 6rneklerden;

Kuru kabarcik etmeni (Verticillium fungicola) izolasyonu i¢in mantarlarin
uzerindeki kahverengi lekeler Uzerinde icinde 100 makrolitre su bulunan pipet ucuyla
hafifce eseleme yapilarak sporlarin suya gegmesi saglanmis ve yine g¢ekilen bu spor
iceren su PDA ortamina alinmis ve steril cam yayici ile PDA ortamina iyice yayilmasi
saglanarak ekim yapilmistir (Fletcher ve Gaze 2008).

Yas kabarcik (Mycogone perniciosa) etmeni izolasyonunda ise enfekteli mantar
ornekleri uzerinde bulunan amber renkli akintilar steril pipet ile ¢ekilmis ve steril suda
seyreltilerek PDA ortamina ekim yapilmistir. Bunun yani sira enfekteli 6rneklerden
steril bisturi vasitasiyla hastalik simptomlarinin oldugu bélgelerden kiigiik bir parga
alimmis, alinan bu pargalar 2 dk %96’lik etil-alkol ¢ozeltisine daha sonra 1 dk steril
suya batirilarak yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmugtur. Steril edilen bu parcalar steril
kagit havlularda kurutulduktan sonra daha kii¢iik parcalara ayrilip 6nceden hazirlanmis
PDA besi ortamina ekilerekte izolasyon yapimistir (Fletcher ve Gaze 2008).

Oriimcek ag1 hastalik etmeninin (Cladobotryum spp.) izolasyonunda mantar ve
toprak iizerine yayilmig beyaz misel tabasi iizerine pipetle eseleme yapilarak suyun
icine aliman konidiler PDA ortamina ekilmistir. Daha sonra bu konidilerden gelisen
izolatlar tek spor izolati olarak alt kiiltiire alinmistir.

Yesil Kif ( Trichoderma spp.) ile enfekteli drneklerden izolasyonlar igin ise
fungusun yesil sporlart ile kapl toprak 6rneginden steril bisturi ucu ile kiiglik bir parca
alinmig ve steril eppendorf tupleri i¢indeki 1000 makrolitre steril suyun igine konarak
vortexlenmistir. ~ Spor solusyonu iyice karistirildiktan sonra mikro pipetle 100
makrolitre c¢ekilerek PDA ortamma ekilmis ve steril edilmis c¢ubuk ile ortama
yayilmustir.
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Tiim 6rnekler igin yaklasik 5-7 gunluk bir inkiibasyon siiresinden sonra ise PDA
ortamlarinda misel gelisimi goriilmeye baslanmistir. Geligsmis misel tabakasindan ug
kismindan steril bisturi ile alinan kiigiik parcalar yeni PDA ortamina ekilmis ve saf
kiltirler elde edilmistir. Elde edilen saf kiiltiirlerin her biri 151k mikroskobunda
incelenmis, hastalik etmenlerinin konidiofor ve konidi morfolojilerine gore hangi
fungus turine ait oldugu belirlenmeye ¢alisilmstir.

Cizelge 3.1. Enfekteli 6rneklerinin toplandig: yerler, 6rnek sayilari, mantarhane
sahipleri ve tarihleri

Ornek Herbir Hastalik Mantarhanelerin Toplanma
Alman Yerler | icn Ahnan Ornek Isimlere Gore Tarihleri
Sayisi Kodlar

Kicukkoy 3 TE 25.04.2017
Kicukkoy 3 CM 25.04.2017
Kicukkoy 3 ER 25.04.2017
Kicukkoy 3 MT 25.04.2017
Kicukkoy 3 KM 25.04.2017
Yeni Mahalle 3 AT 25.04.2017
Yeni Mahalle 3 MB 25.04.2017
Yazir 3 KM 25.04.2017
Sogiiteiik 3 BM 25.04.2017
Yazir 3 IB 25.04.2017
Yazir 3 MD 23.05.2017
Yazir 3 RD 23.05.2017
Yazir 3 HD 23.05.2017
Yazir 3 TK 23.05.2017
Kiglkkoy 3 0S 23.05.2017
Yazir 3 MO 23.05.2017
Yazir 3 SS 23.05.2017
Yazir 3 YK 23.05.2017
Kicukkoy 3 IK 23.05.2017
Kicukkoy 3 IE 23.05.2017
Kicukkoy 3 HiA 23.05.2017
Kigukkoy 3 IK 23.05.2017
Yazir 3 MK 23.05.2017
Yazir 3 SD 06.10.2017
Yazir 3 KK 06.10.2017
Kigukkoy 3 AB 06.10.2017
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3.2. izolatlardan DNA Ekstraksiyonu

PDA ortaminda gelistirilen tek spor izolatlarinin ug¢ kisimlarindan steril bisturi
vasitasiyla alinan kuglk parcalar yine Uzerinde Sellofon membran bulunan PDA
ortamina ekilmistir. Yaklasik 7- 10 giinliik gelisimin ardindan membran Uzerinden
styrilarak alinan taze miseller DNA izolasyonu i¢in 1.5 ml’lik epondorf tiiplerin igine
konmus, bu tiipler DNA ¢ikarma islemi yapilana kadar -18 C’ de buzdolabinda
tutulmustur. Orneklerden DNA ekstraksiyonu CTAB (cetyl trimethyl ammonium
bromide) metodu veya DNeasy Plant Mini Kiti (Qiagen Inc., Valencia, CA). kulanilarak
asagida tarif edildigi sekillerde yapilmistir. CTAB metodu kullanarak DNA
ekstraksiyonu icin Doyle ve Doyle (1987) tarafindan rapor edilmis olan metot
kullanilmistir. Bu metoda gore:

1. 200 ml CTAB ve 300 makrolitre B-merkaptoetanol olacak sekilde soliisyonu
hazirlanmistir.

2. Steril epondorf tiiplerin i¢inde bulunan yaklasik 100 mg taze misel iizerine 150
makrolitre hazirlanan soliisyon eklenerek pestle yardimi ile iyice ezilmistir.

3. lyice ezilmis olan dokularm iizerine yine 300 makrolitre daha soliisyon eklenip biraz
daha ezildikten sonra 2 saaat 65 °C’de inkiibasyona tabii tutulmustur.

4., Yaklasik 2 saat biraz sicakliklarinin diismesini bekledikten sonra 450 makrolitre 24:1
oraninda kloroform:isoamilalkol eklenmis ve yavasea tiipler altiist edilmistir. Ardindan
140x100 rpm’de 10 dk santrifiij tabii tutulmustur.

5. Santrifiij sonucu olusan orta faza pipet ucu degdirilmeden Ust faz dikkatlice
alinmustir.

6. Baska bir epondorf tiipiine alinan st faza 300 makrolitre 24:1 oraninda kloroform:
isoamil alkol eklenmis ve tiipler alt {ist edilip 140x100 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten
sonra olusan iist faz yeni bir tiipe alinmugtir.

7. Tuplere alinan st faz kadar ayn1 oranda (1:1) isopropanol eklenmis ve bir gece -20
°C’de bekletilmistir.

8. Bir gece — 20 °C’de bekletilen ornekler ¢ikarildiktan sonra yavasga alt st edilip
sogutmali santrifiijde 20 dk santrifiijden ge¢irilmistir.

9. Sogutmali santrifiijden sonra dipte olusan pelletin dokiilmemesine dikkat edilerek
siipernatant yavasca dokiilmiistiir.

10. Ardindan DNA pelletinin (izerine 500 makrolitre %70 ‘lik soguk etanol konulmus
ve 10 dk sogutmali santrifiijden gegirilmistir.

11. Ardindan st faz dikkatli bir sekilde dokiimiis ve yine 500 makrolitre soguk etanol
eklendikten sonra sonra tekrar 10 dk sogutmali santrifiije tabii tutulmustur.
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12. Ust faz dikkatli bir sekilde dokiildiikten sonra DNA pelleti iceren epondorf tupleri
kurumaya birakilmustir.

13. lyice kuruyan tiiplere 100 makrolitre steril saf su eklenerek pellet suya gegene
kadar oda sicakliginda 3-4 saat kadar bekletilmistir. Ardindan izole edilen DNA’lar
herhangi bir islem yapilana kadar — 20 °C’de muhafaza edilmistir.

DNeasy Plant Mini Kit ile yapilan ekstraksiyon i¢in ise; tretici firmanin tarif
ettigi sekilde bazi degisiklikler yapilarak DNA ekstraksiyon gergeklestirilmistir (Catal
vd. 2010). Yaklasik 100 mg taze misel 300 makrolitre taze hazirlanmis CTAB bufferi
icinde pestle vasitasiyla iyice ezilmistir. Ardindan 300 makrolitre daha CTAB ve 6
makrolitre RNAse eklenerek biraz ezildikten sonra vortexlenerek 65 °C’de 1 saat
inklibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyondan alinan &rnekler vortexlenip 10X100
rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Ardindan epondorf tiipiin tabaninda kalan dokuya pipet
ucu degdirilmeden iistteki faz alinmisg ve kolumlu tiiplere aktarimistir. Tupler 13x100
rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir. Bu arada AE buffer 65 © C’de inkiibasyona almmustir.
Tiipiin Gistiinden kolum atilip ve dibe pipet ucu degdirilmeden tipten 450 makrolitre
cekilmis ve steril epondorf tiiplerine aktarilmistir. Bunlarin iizerine 300 makrolitre
soguk %96’lik ethanol konmus ve yavascga 3-5 defa elle alt st edilerek karistirilmistir.
Ardindan epondor tiiplerinde ne kadar soliisyon varsa iyice pipetlenmis ve hepsi mini
spin kolumlu tiiplere aktarilmistir. Bu tiipler 1dk 13x100 rpm ‘de santrfiij edilmistir.
Ustteki kolumlar tiipten ¢ikarilmig ve kolum collection tiiplerine gegirilmistir. Bu
tlplere 500 makrolitre AW?2 yikama buffer’t eklenmis ve 13x100 rpm’de 1 dk sanrifiij
edilmistir. Kolumdan gectikten sonra allta tipte biriken soltisyon dokulup tipler ikinci
bir yikama islemine daha tabi tutulmustur. Ardindan iisteki kolumlar epondorf ttplerin
icine gecirilmis ve Onceden inkiibasyona biraktigimiz AE buffer’dan 100 makrolitre
kolumlu tiiplere konmus ve 5 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan tipler 1 dk
13x100 rpm’de santrifiij edildikten sonra kolumlar ¢ikarilip atilmig ve epondorf icine
siiziilen DNA soliisyonu ise bir islem yapilana kadar -18 © C’de saklanmustir.

3.3. PCR (Polimerase Chain Reaction) ile DNA Cogaltilmasi

Molekiiler analizi yapilacak olan 6rnekler DNA izolasyonu yapildiktan sonra
elde edilen DNA’lar ITS-1F forward (ileri) ve 1TS-4 reverse (geri) primerleri ( Gardes
ve Bruns 1993,White vd. 1990) kullanilarak PCR yontemi ile ¢ogaltilmistir (Cizelge
3.2).

PRIMER OLiIGONUKLEOTID DiziSi
ITS1-F 5°CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA’3
(Gardes ve Bruns 1993)
ITS 4 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC’3
(White vd. 1990)

Cizelge 3.2. PCR c¢alismalarinda kullanilan primerler

PCR reaksiyonlar1 24 pl reagent karisimi ve 1 pul DNA ekstrakt olmak Uzere
toplamda 25 pl den olusmustur. PCR reagentlar1 2 pul MgCl2 (25 mM), 2.5 pl
buffer(10x), 2.5 ul her bir dATP, dTTP, dGTP ve dCTP(2.5 mM) ile (10 uM) her bir
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primerden 1.25 ul , Tag DNA polymerase(5U/ ul) 0.1ul enzimi ve 14.4 pl ddH20
icerecek sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan PCR karisimiyla, 0.2 ml PCR tiiplerinde
PCR cihaz1 (primus 96 advanced) ile, PCR protokoli ITS1-F ve ITS4 primerleri icin ilk
denatiirasyon 95 °C'de 3 dakika, daha sonra 35 dongii olacak sekilde 94°C'de 59 saniye
denaturasyon, 53 °C'de 59 saniye baglanma (annealing), 72 °C'de 1.5 dakika uzama
(extension) adimlarindan olusan reaksiyon gerceklestirilmistir. Son olarak 72 °C’de 5
dakika ekstra uzama siiresi ile reaksiyon devam ettirilmis ve elde edilen PCR iiriinii bir
sonraki isleme kadar -18°C’de saklanmustir.

PCR sonucunda olusan iiriinleri gorebilmek icin agaroz jel elektroforezi
yapilmistir. Bunun i¢in hassas terazide tartilan 1.5 gr agaroz 0.5x’lik 100 ml TAE
buffer ile karistirilarak mikrodalga firinda 5 dk kaynatilarak ¢oziindiiriilmiistiir. Oda
sicakliginda 15 dk kadar sogumasi beklenmis elle degilebilir sicakliga geldikten sonra
4 makrolitre ethidium bromide eklenmistir. Daha sonra taraklar1 6nceden hazirlanmuis jel
tepsisine dokiilmiis ve jelin polimerlesmesi beklenmistir ve jel katilastiktan sonra
taraklar dikkatli bir sekilde ¢ekilmistir. Katilasmis olan jel, jel tankina yerlestirilmis ve
tizerine jeli ortecek kadar 0.5x’lik TAE buffer konmustur. 5 pul PCR triunt 1 pl loading
dye ile birlikte kuyucuklara yiiklenmistir. PCR iirlinlerinin biiyiikliiglinii belirlemek i¢in
her bir jel yuritilmesinde 1 kb DNA ladder kullanilmistir. PCR Grtrnleri hazirlanmis
agaroz jel Gzerinde 80 voltta 45 dk yiiriitiilmiis ve olusan bantlar goriintiileme cihaz ile
UV 151k altinda goriintiilenerek resmi gekilmistir.

3.4. DNA dizilimlerinin ¢cikarilmasi, diizenlenmesi ve izolatlarin tanisi

Nikleotit dizilimleri Ankara’da bulunan BM laboratuar sistemlerine hizmet
almi1 yoluyla yaptirilmistir. Her bir izolatin ITS  bdlge DNA dizilimi PCR
reaksiyonunda kullanilan primerler kullanilarak yapilmistir. DNA dizi analizi sonuglar
Chromas version 2.6.5 kullanilarak goriintiilenmistir. DNA dizi verileri, MEGA7 nin
ikili ve ¢oklu hizalanmasi yontemi Clustal W ¢oklu dizi hizalama programi (Clustal W
multiple sequence alignment program) ile hizalanmistir. Caligmada tespit edilen ITS
gen bolgesi dizileri BLAST benzerlik programi kullanilarak GenBank (NCBI, Bethesda,
MD, USA) veri tabaninda bulunan dizilimlerle karsilastirilmistir. Bu c¢alismada elde
edilen 4 farkli etmene ait her bir izolatin DNA dizilimleri GenBank veri tabanina
girilmis ve GenBank ulasim numaralar1 (accession) alinmustir.

3.5. Filogenetik analizler ve tirlerin belirlenmesi

Elde edilen Verticillium fungicola, Mycogone pernisiosa, Cladabotryumm spp. ,
ve Trichoderma spp. ait her bir izolatin rDNA ITS bolge DNA dizilimlerinin
filogenetik analizleri MEGA7 filogenetik analiz programi kullanilarak Neighbour
Joining (Komsu Birlestirme) Metodunun Bootstrap test yontemi kullanilarak
yapilmistir. Filogenetik agaglar i¢in her bir bootstrap degeri igin 1000 tekerrir
yapilmistir. Model olarak Tajimi n- model kullanilmistir (Tajima ve Nei 1984).
Verticillium fungicola, Mycogone pernisiosa, Cladobotryum spp. , Trichoderma spp.
izolatlarinin hangi tiir ve alt tiire sahip olduklar1 yine bu izolatlarin ¢aligmada sz
konusu gen bolgelerinin dizilimlerinin GenBank veri tabaninda bulunan ve diinyanin
degisik yerlerinden rapor edilen izolatlarin dizilimleri karsilastirilarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1.Verticillium fungicola, Mycogone pernisiosa, Cladabotryum spp. , Trichoderma
spp.’a ait izolatlarmin elde edilmesi

2017 Nisan, Mayis ve Ekim aylarinda Antalya Korkuteli ilgesinde toplamda 30
mantarhane gezilerek kuru kabarcik (Verticillium fungicola), yas kabarcik (Mycogone
pernisiosa), ortimcek ag1 (Cladobotryum spp.) ve yesil kif (Trichoderma spp.)
hastaliklarina ait belirtiler gosteren mantar Ornekleri toplanmis ve etmen fungus
izolasyonlar1 igin laboratuvara getirilmistir. Her bir fungusa ait izolat mantarhane
sahibine ve etmen fungusa gore kodlandirilmistir. Baz1 mantarhanerlerde hi¢ hastalik
bulunamamakla birlikte c¢ogunlugunda en az bir fungal hastaligin bulundugu
goriilmiistiir. Bu ¢alismada arastirmamiza konu olan 4 fungal etmenden ise en fazla
Verticillium fungicola’ya rastlanilmis olmakla birlikte bunu Trichoderma spp.,
Cladabotryum spp. ve Mycogone pernisiosa izlemistir. Laboratuvara getirilen
orneklerden hastalik etmeni funguslar dikkatli bir sekilde izole edilmistir. Birlikte
bulunmalart veya bulagmalar1 halinde Trichoderma spp. ve Cladabotryum spp.
izolatlarmin V. fungicola ve M. perniciosa izolatlarinin biiylimesini baskilayacak kadar
giicli bir gelisim gosterdikleri belirlenmistir. Ayrica M. pernisiosa’nin izolasyonu en
zor olan ve PDA ortaminda en yavas gelisen fungus oldugu goriilmistiir. Toplamda 12
adet olarak toplanan M. pernisiosa enfekteli 6rneklerden iki tanesi kaybedilmistir. Her
bir izolatin hangi etmene ait oldugu mikroskop altinda yapilan inceleme ve teshisle teyit
edilmistir. Calismalarda 19 Verticillium fungicola, 10 Mycogone perniciosa, 13
Cladobotryum spp. ve 14 Trichoderma spp. izolati elde edilmistir.

4.2. Verticillium fungicola’nin rDNA ITS bélgesinin PCR’ la ¢cogaltilmasi

Antalya ili Korkuteli ilgesinde yaklasik 30 mantarhaneden toplanan 6rneklerden
elde edilen 19 Verticillium fungicola izolatinin rDNA ITS boélgeleri ITS1-F ve ITS4
primerleri ile PCR testlerinde ¢ogaltilmistir. Her izolat en az 3 defa PCR ¢ogaltmalarina
tabii tutularak DNA dizimleri i¢in gerekli PCR iiriinii elde edilmistir. PCR
cogaltmalarinda Verticillium fungicola izolatlarinin tamami ayni biiyiikliikte yaklagik
700-750 bp’lik bir PCR iiriinii vermistir. Agaroz jel iizerinde olusan bandlarin
biiyiikliigiine bakildiginda farkli izolatlar1 birbirinden ayirmak miimkiin olmamuistir.
(Sekil 4.1). Tim PCR testlerinde negatif kontrol olarak kullanilan distile sudan
(ddH20) herhangi bir iiriin elde edilmemistir.
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Cizelge 4.1. Verticillium fungicola izolatlarinin toplandigi mantarhaneler ve tarihleri

Verticillium Alman 6rnek Mantarhanelerin Orneklerin
fungicola sayisl Isimlere Gore toplandigi
Kodlar: tarih

Sogiiteiik 3 BM 25.04.2017
Yazir 3 TK 23.05.2017
Yazir 3 SD 06.10.2017
Kigukkoy 3 AB 06.10.2017
Yazir 3 SS 23.05.2017
Kicukkoy 3 (ON] 25.04.2017
Yazir 3 YK 23.05.2017
Yazir 3 MD 23.05.2017
Kigukkoy 3 IE 23.05.2017
Yeni Mahalle 3 AT 25.04.2017
Yazir 3 MK 25.04.2017
Kigukkoy 3 TE 25.04.2017
Kicukkoy 3 CM 25.04.2017
Kigukkoy 3 ER 25.04.2017
Kigukkoy 3 MT 25.04.2017
Kigukkoy 3 KM 25.04.2017
Kicukkoy 3 HIiA 23.05.2017
Kigukkoy 3 IK 23.05.2017

1
W WD e G TS e P T GaWr G e S

Sekil. 4.1. V. fungicola izolatlariin rDNA ITS bolgesinin ITS1-F ve ITS4  primer
cifti kullanilarak PCR’ da ¢ogaltilmasi. IKB DNA ladder markir olarak kullanilmistir.
1:HDVF-2, 2:YZVF-1, 3:IKVF-1, 4: OSVF-1, 5. IBVF-1 6:IEVF-1, 7:HDVF-1,
8:IKVF-2  9:SSVF-1, 10: HIAVF-1, 11:MTVF-1, 12: KBVF-1, 13:YKVF-1,
14:CMVF-1 15: BMVF-1, 16: RDVF-1, 17:TKVF-1, 18:KMVF-1, 19: NC

30



BULGULAR D. ATES

4.3. Verticillium fungicola’nin ITS bélgesinin DNA dizilim analizleri

PCR c¢alismalarinda elde edilen 19 Verticillium fungicola izolatinin PCR
triinlerinin rDNA ITS bolgesi dizilimleri yapilmistir. iki yonlii yapilan bu dizilimlerin
alt alta siralanmasi (alignment) ile her bir izolat i¢in tek bir dizilim elde edilmistir.
Verticillium fungicola izolatlarindan 18S rDNA ve 28S rDNA boélgelerinin kismi
dizilimleride dahil 690 ila 720 arasinda bir dizilim alinmistir. tDNA ITS bolge
dizilimleri ise sekil 4.2°de oldugu gibidir. Izolatlarin MEGA7 Clustal W ile yapilan
kendi aralarindaki dizilimler izolatlarin hemen hemen 9%99-100 arasinda benzer
oldugunu ac¢iga c¢ikarmistir. Her bir izolatin dizilimleri NCBI Blast benzerlik analizine
tabii tutulmustur. Blast analizleri Korkuteli izolatlarimin Verticillium fungicola var.
fungicola alt tiirline ait oldugunu ve bu fungusun Genbank veri tabaninda bulunan
izolatlart ile % 99-100 benzerilik gosterdigini a¢iga ¢ikarmustir.

HDVF-2 (MH183227) CAGAGTTTACAACTCCCAAACCCAAATGTGAACATACCAATCGTTGCTTCG-GCGGACTC [ 60]
YZVE =1 (MHLB3228) it et et et et eeeeeeee ettt e ee e eeeeeeeeeaeaennnnn e [ 60]
TKVE=L (MHLIB3220) ittt ittt ettt ettt ettt ettt et ee e eaeeeeeeaeaeenn e [ 60]
OSVE=1 (MHLB83230) ittt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt eeeeeeeannennn e [ 60]
IBVE=1 (MHIB3231) ittt ittt ittt ettt ettt ettt ee e eeesasaeaeeeneeeeennan e [ 60]
TEVE =L (MHLIB3232) ittt ittt et ettt ettt ettt ettt ee e iaaeeeeeeeeanenn e [ 60]
HDVE =1 (MHLB3233) it ettt et ettt ettt ettt ee e eeeeeeeaeaennnnn e [ 60]
TKVE=2 (MHLIB3234) ittt it ittt ettt ettt et ettt ettt eeie e e eeeennan I [ 60]
SSVE=1 (MHL83235) ittt ittt it ittt ettt ettt e e e ettt enenenenenens I [ 60]
HIAVE =1 (MHLB3236) ittt ettt ettt ettt ettt ettt eeeeeaeaenenns e [ 60]
HIAVE=2 (MHLB3 237 ) it ettt ettt ettt ettt ettt ettt eeeaenennn e [ 60]
MTVE=1 (MHLB3238) ittt ittt ittt ettt et ettt ettt ettt ittt ia et e [ 60]
KBVE =1 (MHLB83230) ittt it ittt et ette et te e eeeeeneneneeenenensnsnnnns e [ 60]
YKVE=1 (MHLB83240) it e e et et et ettt ee et e ee et eeeeeeeeeeeaeaeannns e [ 60]
CMVE =1 (MHLB3241) ittt et et et e et eeee ettt ettt eeeeeeeaeannnnns e [ 60]
BMVE=1 (MHL83242) ittt ettt ettt ettt ettt te e eeeeeneneaeaeaeaenenns e [ 60]
RDVE=1 (MHL83243) ittt ittt ettt eeeteteteteeeeenenenens Gevvvevnenn T it [ 60]
TKVE=1 (MHL83244) it ittt ettt ettt ettt ettt ettt ettt et eeeeeeanannnnns T [ 60]
KMVE =1 (MHLB3245) ittt ettt ettt ettt ettt ettt eeeeeeeaeaennans e [ 60]
MGBOOZ2 (KCOG4A107) et ettt te et ee et eeeeeeee e e ee e e e eeeaeeeeeeneaeenn e [ 60]
Iran7 0 7 C (EF BG4 L1800 v ittt ittt ettt ettt e ettt et ettt ettt ettt T, [ 60]
CBS992. 60 (NRLLO653) & vt ittt ettt ettt et ettt ettt ettt ettt eeeeeeeeeaenenns T [ 60]
CBS440.34 (AFE324874) ¢ vt it et et et et e et e et ettt ettt e e e [ 60]
CRABI :IMILI88936 ittt et ettt te e ettt ettt e e [ 60]
V22B(KC987489) W ——=———————— e A e e e e e e e e [ 60]
NBRC30620 (ABL07 L35 v ittt ittt ettt et ettt et e e et e e e e eeeeeeeeeeeaeenn e [ 60]
CBS L7 L .80 (EFBAL886) v vt ettt ettt ettt ee e ee e et e eeeeeeeeeeeaeaeannnnns e [ 60]
NBRC30T7 28 ittt et e e e e e e e e e e e [ 60]
CBS35780 (AF324876) v vt ettt et et et ettt ettt ettt ettt ettt T [ 60]
V.dahliae (LE1350) --=-=———=—--- TT.T..GT.GGTG..CC..--.GG.GGG...A..A.CGA.TATCT [ 60]
HDVF-2 (MH183227) GTCCCGGCGTCCGGGTGGCCTTGCGCTGCCCGCGGCCCGGATCCAGGCGGCCGCCGGAGG [120]
YZVE=1 (MHLB3228) i ittt ittt et ettt ettt et te e et te et eeeeeee e eeeeeeeeeeennn [120]
TKVE=L (MHLB3220) ittt ittt ittt ettt ettt ettt e et e e e e et eeeeeeenenenenens [120]
OSVE =1 (MHLB3230) et e e ettt et et ettt te e te e te e e e e e e e eeeaeeeeeeeeeennn [120]
TBVE =L (MHIB323 L) ittt ittt ettt et e e et ee e ee et eeaeaeeeaeeeeeeeeeeeeeeeeeenenens [120]
TEVE =L (MHLB323) ittt ittt ittt ettt et ettt e et et e e e et eeeeeeeeeenenenenens [120]
HDVE =1 (MHLB3233) ittt ettt et et ettt ettt ettt ettt ettt e et e e e eeeeeeeeeenn [120]
TKVE =2 (MHLIB3234) ittt ittt ittt ettt e ettt te et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenens [120]
SSVE =1 (MHL83235) ittt ittt ittt ettt ettt et ettt ee e eeeeeeeeeeeeeneaeaenenns [120]
HIAVE =L (MHLB3236) et ettt ittt teeeeeeeeete e e e eeeeeeeeeeeeeneneeeeeeneeeeenan [120]
HIAVE=2 (MHLB 3237 ) i it ittt et et et ettt ettt et et e ettt et ettt e e et eeeeeeennn [120]
MTVE =1 (MHLB3238) ittt ittt ittt ettt et ettt e e e et et ettt ettt eeenenens [120]
KBUE =L (MHLB3230) ittt ettt et ettt eeee e te e te e eeeeeeeeeeeneneeeeeeneeeeenan [120]
YRKVE =1 (MHLB3240) it ettt ettt eeeeeeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeneneneeeeeeeeeeeenan [120]
CMVE =1 (MHLB3241) i ittt ittt ettt ettt ettt ettt et e ee e et ee e eeeeeeeeeeeennn [120]
BMVE=1 (MHLB3242) ittt ittt ettt ettt ettt ettt ettt e ee e eeeaeeeeeeeeeeeeann [120]
RDVE =1 (MHLB3243) ittt ettt ettt et ee ettt ee e e eeeeeeeeeaeeeeeeeeeeeeeennn [120]
TRVE =L (MHLB3244) it ittt ettt ettt ettt ettt ee e eeeeeneeeeeeeeeeeeeennn [120]
KMVE =1 (MHLB3245) i ittt ittt ettt ettt ettt ettt ettt ettt et e e e eeeeeeeeeeeennn [120]
MGBOO2 (KCOGAL07) ettt ittt ettt ettt et et et e et e e e ettt ittt eeenenenens [120]
Tran7O07C (EEBAL890) vttt ittt ittt ettt ettt e et ettt ee ettt eeeeeeeeaeanenens [120]
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CBS992.60 (NRLLOGD3) &ttt ettt it it ittt ittt ittt e ea e en e [120]
CBS440.34 (AF 3248 T74) ¢ vt ittt it ittt et et ettt ittt e e e e e e e e [120]
[0 0 B < S N [120]
V22B (KCOBTA80) ittt it it ittt ettt ittt ettt e e [120]
NBRC30620 (ABL0T7 L35 ) vttt ittt it ittt it ettt ettt e et e ettt eeeneeeenenens [120]
CBS171.80(EF641886) ..... A e e Covivnnnnn T...A....... Ao, [120]
NBRC30728 (AB111494) ..... A e e [ T...A....... Ao, [120]
CBS35780 (AF324876) ..... A e e Covivnnnnn T...A....... Ao, [120]
V.dahliae (LE1350) A.AA.CCTT.GT.AACCATA...TTGCTT.G..... T..T-..TGC.A.C....... --T [120]
HDVF-2 (MH183227) CCAT-CAAACTCTTTGTAT-TACCAGTAT--CTTCTGAATCCGCCGCAAGGCAAAACAAA [180]
YZVF-1 (MH183228) B T T S IR S [180]
IKVF-1(MH183229) T T ST I i [180]
OSVF-1 (MH183230) T T ST I i [180]
IBVF-1(MH183231) B T T S IR S [180]
IEVF-1(MH183232) B T T S IR T e e e e e e e [180]
HDVF-1 (MH183233) T T ST I i [180]
IKVF-2 (MH183234) T T S I i [180]
SSVF-1(MH183235) e T e e e e IR T e e e e e et e [180]
HIAVF-1 (MH183236) B T T IR T e e e e e e e [180]
HIAVF-2 (MH183237) T T S I S [180]
MTVF-1 (MH183238) T T S I i [180]
KBVF-1 (MH183239) e T e e e e IR T e e e e e e e e e [180]
YKVF-1 (MH183240) e T e e e IR T e e e e e e e e e [180]
CMVF-1 (MH183241) T T S I S [180]
BMVF-1 (MH183242) T T S I i [180]
RDVF-1 (MH183243) e e T e e e IR T e e e e e et e [180]
TKVF-1 (MH183244) e T e e e e IR T e e e e e et e [180]
KMVF-1 (MH183245) T T S I S [180]
MGBO02 (KC964107) T T S I i [180]
Iran707C(EF641890) ....—..cuiiinnn.. IR T e e e e e e e [180]
CBS992.69 (NR119653) .. vu= i iiiiiiin e IR T e e e e e e e e e [180]
CBS440.34 (AF324874) .o im i iiiiiienn I S [180]
CABI:IMI188936 T T S I i [180]
V22B(KC987489) B T T IR T e e e e e e e e e [180]
NBRC30620 (AB107135) v oo vmvii i i ieenen IR T e e e e e e e [180]
CBS171.80(EF641886) .. ..T. . viiunnn.n I T e e e e e e e [180]
NBRC30728 (AB111494) ....T.. ... S i [180]
CBS35780 (AF324876) ....T.. ... S i [180]
V.dahliae (LE1350) e .= GT....C...T.A..... ACGATA....... G.GTT.T--———-——— T.G.G.. [180]
HDVF-2 (MH183227) TGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA [240]
YZVE=L (MHL83228) ittt ittt ittt ettt ittt ittt et e i e eeeenennnn [240]
TKVE=L (MHLIB3220) ittt ittt ittt it ittt ittt ittt ittt ittt ittt enens [240]
OSVE=1 (MHLB83230) ittt ittt ittt ittt ittt ittt ittt et et it et e e eneneneneennnn [240]
IBVE -1 (MHLIB323 1) ittt ittt ittt ittt it ettt ittt i e it it ettt enenennns [240]
TEVE =L (MHLB3232) ittt ittt ittt ittt it ittt ittt ettt ittt nnenenens [240]
HDVE =1 (MHL83233) ittt ittt ittt ittt te it ittt ittt et et et nnenan [240]
TKVE=2 (MHLIB3234) ittt ittt ittt it ittt ittt ittt ettt it ittt [240]
SSVE -1 (MHL83235) ittt ittt it ittt it ittt it et et ettt it e et [240]
HIAVE -1 (MHLB3236) &t ittt ittt ittt ittt ittt ettt ie e iaeaaeeeneenennnn [240]
HIAVE=2 (MHLB3237) ittt ittt it ittt ettt it ittt ittt ittt et it et [240]
MTVE=1 (MHL83238) ittt ittt ittt ittt ittt it ettt ittt ettt ettt enenenen [240]
KBVE =L (MHL83230) ittt ittt ittt ittt ittt ittt ittt e et e [240]
YRKVE=L (MHL83240) ittt ittt ettt ettt ittt ittt ieie e ian e [240]
CMVE=L1 (MHL83241) ittt ittt ittt ittt ittt ittt ettt ittt et in e [240]
BMVE=1 (MHL83242) ittt ittt ittt ittt ittt ittt ittt ettt it et it nennnn [240]
RDVE=L (MHL83243) ittt ittt ittt ittt ittt ittt ettt ie i iaeneneenennnn [240]
TRVE =L (MHL83244) ittt ittt ittt ittt ittt ittt ittt it it [240]
KMVE=L (MHL83245) ittt ittt ittt ittt it ittt ittt ee i i ia e eaeaeeeenennnn [240]
MGBOO2 (KCOG4107) vttt ittt it ittt ittt ettt ettt it it ittt it ettt ittt [240]
Iran7O7C (EFEBAL800) ittt ittt ittt it ettt ettt ettt ettt et et e ettt [240]
CBS992.60 (NRLLOGD3) &ttt ittt ittt ittt ittt ittt ittt ittt it i i it [240]
CBS440.34 (AF 3248 74) ¢ vt ittt it ettt ettt ettt e e e e e e e [240]
CABI :IMILIB8936) ittt ittt ettt ittt ettt ittt ettt ittt e e e [240]
V22B (KCOBT480) ittt ittt ittt ittt et ittt e e e e e e [240]
NBRC30620 (ABLOT7 L35 ) v ittt ittt ittt it it it et et et it et i e ettt ettt enenenens [240]
CBSLT7L .80 (EFBAL886) v vttt ittt it ittt ettt ittt ittt ittt it it i en e [240]
NBRC30728 (ABLL14 04 ) ittt it ittt it it ettt it et ettt it ettt e ettt [240]
CBS35780 (AE324876) vttt it ittt ettt ittt ettt ettt ittt it ettt [240]
V.dahliae (LE1350) CT.-.T........ Tt Con A e [240]
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HDVF-2 (MH183227) ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT [300]
YZVE =1 (MHL 83228 ) ittt et ettt et e et e te e e aee e eeaeeeeeeeeesseeeeeseeeneeneeennnss [300]
TKVE=1 (MHL83220) ittt ittt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [300]
OSVE =1 (MHLIB83230) ettt ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [300]
IBVE =L (MHLB323 L) ittt et ettt e e eee e e eeeeseeeeeeeeeaeeeeeeeeeseeenneneeenns [300]
TEVE =L (MHLB3232 ) ittt ittt ettt e et e et ee e eeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeaeeseeennenseenns [300]
HDVE =1 (MHLIB83233) e ettt ettt et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e i [300]
TKVE=2 (MHL83234) 1ttt ittt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e [300]
SSVE =1 (MHLB3235) e ettt ttee et e eee e eeeee et eeeeeeeeeeeeeneeeeeanaeeeenneeenns [300]
HIAVE =L (MHLB3236) vttt et ettt et et e eeeeeeeeenaeeeseeneesseenaessseneneesseennnss [300]
HIAVE =2 (MHLB 3237 ) ittt e ittt ettt ettt e e ae e eeeeeeseeaeeeseenaeeseeenaeenseennnss [300]
MTVE=1 (MHLB83238) i ittt ittt ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [300]
KBUF =1 (MHLIB83230) ittt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [300]
YRVE=1 (MHL83240) ittt ettt et e et e te e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeneeeseeeneeneeennns [300]
CMVE =1 (MHL83241) ittt ittt ettt tee e et ttee e eteee et teee et eeaeeeeenaaeeennnn [300]
BMUFE =1 (MHLB83242) ittt ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [300]
RDVE =L (MHLB83243) et ettt et e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [300]
TRUF =L (MHL83244) i et e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [300]
KMUF =T (MHL83245) ettt et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et et et [300]
MGBOO2 (KCOGAL0T) teee ettt e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [300]
Tran707C (BFGA1800) v v vttt ettt et et e e e e e e e e e e e [300]
CBS992 .60 (NRL LG5 ) ittt ittt it ettt ettt et e seeeaeeseeeneeeeeeneeseeeneeseeennnns [300]
CBS440 .34 (AF324874) vt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [300]
CABI :IMILI88936 ittt ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e [300]
V22B (KCO8T7489) ettt e et e [300]
NBRC30620 (ABLO 7 L35 vttt ittt ettt et ettt et ettt eeeeeeeeeeaeeeeeeeeeeeenneeeeenns [300]
CBS L7 L B0 (EFOALB80) v vttt ettt et et e eeeeeeeeeeeaeeeeeeneeeeeeneeseeeneeseeennes [300]
NBRC30728 (ABLL14O4) ot ittt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [300]
CBS35780 (AF324876) et e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [300]
V.dahliae (LE1350) .C...... 1 G [300]
HDVF-2 (MH183227) GCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAGCTCC [360]
YZVUF =L (MHL83228) ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [360]
TRVE =L (MHLB32 20 ) ittt ittt ettt et ettt et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeneeneeenns [360]
OSVE=1 (MHLI83230) t ittt ettt e et et e eeneeeeeeneeeeeeneeeeeeneeseeeneeeeeennens [360]
IBVE =L (MHLB323 L) ittt ittt ettt et eee e eeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeneeeeeenneneeenns [360]
TEVE-1 (MHL83232) ittt ittt ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e [360]
HDVE =1 (MHLIB83233) ettt ettt e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et [360]
TRVE =2 (MHLB3234 ) ittt ittt ettt et ettt eeeeeeeeaeeeeeeeeeeeeeneeeeeenneeeeenns [360]
SOV E =L (MHLB 3230 ) it ittt ittt ettt et ee e eeeneeeeeeaeeeeeeneeeeeeneeeeeeneeeens [360]
HIAVE =1 (MHLIB83236) sttt et et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et et [360]
HIAVE =2 (MHLIB83237) ettt ettt e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [360]
MTVE =L (MHLB 3238 ) it ittt ittt ettt eeeeneeeeeeneeeeeeeeeeeeeneeeeeeneeeeeeneeeenn [360]
KBVE =L (MHL 83230 ) ittt ittt ittt ettt eeeeeeeeeneeeeeeneeeeeeneeeeeeneeeeeennens [360]
YRKVE =L (MHLI83240) et ettt et et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [360]
CMVE =1 (MHLIB8324L) ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [360]
BMUE =L (MHL 83242 ) ittt ittt ettt et e te e e eeeeeneeeeeeeeeeeeeneeeeeeneeeeeennens [360]
RDVE =1 (MHL 8324 3) ittt ittt ettt ettt eeeeeeeeeeeneeeeeeneeeeeeneeeeeeneeeeeennnns [360]
TRVF =L (MHLB83244) ittt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [360]
KMVE =L (MHL83245) ettt e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [360]
MGBO02 (KCOOA L0 7)) it ettt ettt e ettt e e et e eeeeneeeeeeeeeeeeeneeeeeeneeeeeennenens [360]
Tran7 0 7C (EFBAL8O0) v vttt ettt ettt ettt et ettt eeeeeeeeeeaeeeeeeneeeeeenneneeenns [360]
CBS992 .69 (NRLLOIB53) & e et e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [360]
CBS440 .34 (AF324874) vt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [360]
CABT : IMI 1880360 ittt ettt ettt et ettt eeeteeeaeeeeeeneeeeeeneeeeeeneeeeeennens [360]
V2 2B (KCO8B 7480 ) ittt ittt et ettt ettt ee et eeeeeeeeeeneeeeeeeeeeenneeeeennns [360]
NBRC30620 (ABLO 7135 t vttt ettt ettt ettt e et et e e e e e e e [360]
CBS 171 80 (EFB4AL886) v vt v ttee et tteee e ttee e e eteee e eeee e eteeeeeeaeeeenaaeennnnn [360]
NBRC30728 (ABLLL14AO4) ottt ettt ettt et et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [360]
CBS 35780 (AE B 2487 0) vttt ettt e et ettt et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeennens [360]
V.dahliae (LE1350) ..... TT....Te.CuveGA et eeennn.. Cuovennnnn [ C.. [360]
HDVF-2 (MH183227) CTTTGGGGAGCCCGGCGTTGGGGACCGGCCTCTACCGCCGCCCCCGARATACAGTGGCGG [420]
YZVE =L (MHL 83228 ) ittt it ettt ettt e teeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeennnns [420]
TRVE =L (MHLB3220) ittt ittt ettt et ettt eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeenneneeenns [420]
OSVE =1 (MHL83230) 4ttt tteee e tteee et ttee e e eteee e eeee et eeeaeeeeenaaeennnnn [420]
IBVE=1 (MHL83231) ottt ittt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [420]
TEVE =L (MHLB32 32 ) ittt ittt ettt et eee et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeneeeeenns [420]
HDVE =1 (MHL83233) ittt ittt teeeeeeeeeeneeeeeeneeeeeeneeeeeeneeeeenneeeeeennens [420]
TKVE=2 (MHL83234) ittt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [420]
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SSVE =1 (MHL 83235 ) it ittt ittt e e et e e e ettt ettt ettt e e [420]
HIAVE=1 (MHLB3236) ittt ittt ittt ettt ettt te et teeeeneneeeeeeeesaseeeeeeeeeeenen [420]
HIAVE=2 (MHL 83237 ) ittt ittt ittt et ettt tete ettt ettt et et e eaeeeaeaeeeeeeeeeenenan [420]
MTVE =L (MHLB3238) ittt ittt ettt ettt et et et e e e e e ettt ettt eeeeanenens [420]
KBVE =1 (MHLB3230) ittt ettt ettt ettt ettt ettt et te ettt ie e eeeeeeeeeeeeenn [420]
YKVE=1 (MHLI83240) & ittt ittt ittt ettt teeeeenenenenens Gttt e i i e [420]
CMVE=1 (MHLB3241) ittt ittt ettt ettt ettt e te ettt et ettt eeeeeaeeeeeeeeeeeenenan [420]
BMVE=1 (MHLB3242) it ittt it et et ettt ettt ettt ettt ettt eaeeeeeeeeeeeeenn [420]
RDVE =1 (MHLB3243) ittt ittt ettt ettt ettt ettt ettt et eeaeaeeeeeeeeeeeeann [420]
TKVE =1 (MHL83244) ittt ittt it ettt ettt ettt ettt ettt et ettt ee e eeeeeeenan [420]
KMVE=1 (MHLB3245) i ittt ittt ettt ettt ettt tete ettt ettt e eeeeeeeaeaeeeeeeeeeenenan [420]
MGBO02 (KCOBAL0T) ittt ittt ettt ettt ettt et ettt tete e eeeeenenenenenenenennnns [420]
Tran7O07C (BEBAL800) vttt ittt ittt et et et et et e e et ettt ettt et [420]
CBS992 .60 (NRLLOG53) 4 it ittt et ettt ettt ettt et e ettt e ettt e et e et [420]
CBS440.34 (AFEB248T74) t vt it ittt ettt et ettt ettt ettt ettt e e e e [420]
CABI :IMILB8936 ittt ittt ettt ettt ettt ettt teen et e e eneeeaeaeeeeeeeeeeeenen [420]
V22B (KCOBT480) ittt ittt ettt ettt et ettt e ettt ettt e e e [420]
NBRC30620 (ABL07 L1835 ) vttt et e e e ettt e e et et et e eaeeeee e eeeeeeeeeeeeeeenens [420]
CBS171.80(EF641886) cC it ittt ttntneneeseeneeneeneeneenenn Bt e [420]
NBRC30728 (AB111494) cCu vt ittt ittt ettt ettt eeeeeeeneannnnnnns N [420]
CBS35780 (AF324876) cC vt ue it et ettt ettt ee e eeeeeeenens 2 [420]
V.dahliae (GU461634)—----— A.TG...... Teeeennnn T.TA.G...-——=.TA.G...TT...AG......... [420]
HDVF-2 (MH183227) CCCCGTCACGGCGACCTCTGCGTAGTAACTCAACCTCGCACCGGAAACCCGACGTGACCA [480]
YZVE =1 (MHLB3228) i ittt ettt ettt teeeee e ee et ee e eeeeeeeaeeeeeeeeeeeeeennn G... [480]
TKVE=L (MHLIB3220) it ittt ittt ettt ettt ettt ettt ettt ee e eeeeeaeaeannnans G... [480]
OSVE=1 (MHLB83230) 4 ittt ittt ittt ettt te ettt ettt ettt e eeeaeeeeeeeeeeeeenen G... [480]
IBVE=1 (MHIB323 L) ittt ittt ittt ettt et teteteee e eeeeenenenenenensnsesaenenns G... [480]
TEVE =L (MHLIB3232) ittt ittt ettt ettt ettt et ettt ee e eeeeeeeaeaeananans G... [480]
HDVE =1 (MHLB3233) ittt ittt ettt tete et ee et ee e eeeeeaeeeeeeeeeeeeeennn G... [480]
TKVE=2 (MHLIB3234) ittt ittt ittt ettt ettt ettt te ettt et eeeeeeeneneeenseenennans G... [480]
SSVE =1 (MHL83235 ) ittt ittt ittt ittt ettt ettt eeie e e e aeaeaeeeeeneeeenenan G... [480]
HIAVE =L (MHLB3236) 4 ittt ittt ettt et ettt ettt e te et ee e aeeeeeeeeeeeeaennn G... [480]
HIAVE=2 (MHLB3 237 ) i ittt it ettt ettt eeee ettt ee e eeeeeaeaeeeeeeeeeeeeeennn G... [480]
MTVE=1 (MHL83238) ittt ittt ettt ettt ettt ettt ettt e eeeeeeeaenenennn G... [480]
KBVE =1 (MHLB83230) ittt ittt ettt ettt eeteee e eeeeeeeneeeeeaeaeeeeeeeeeeeenan G... [480]
YKVE=1 (MHL83240) 4 ittt ittt ettt ettt te e te ettt ee e eeeeeaeeeaeeeeeeeeeennn G... [480]
CMVE =1 (MHLB324L) it ettt ettt teeeee e et ee e ee e e eeeeeaeeeeeeneeeeeennnn G... [480]
BMVE =1 (MHLB3242) ittt ettt ettt eeee et ee et ee e eeeeeaeaeeeeeeeeeeeeeennn G... [480]
RDVE=1 (MHLB324) it ittt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt et G... [480]
TKVE=1 (MHLB83244) ittt ittt ittt ettt ettt ettt et ettt ettt e e aeeeeeeaenenn G... [480]
KMVUE =L (MHLB3245) it ittt ettt ettt e ee ettt ee e e eeeeeaeeeeeeeeeeeeeennn G... [480]
MGBOOZ2 (KCOGAL07) vttt ettt ettt e ee e e e e e e eeae e e eeeeeeeeeeeeeeenens G... [480]
Tran7 0 7C (EFEBAL8O0) v vttt ettt ettt ettt ettt et e eeeeeeeeeeeneeeeeeneeeeeennnns G... [480]
CBS992. 60 (NRLLOG53) 4 it ittt ettt et et et ettt ettt ettt et et e eeaeeeeeeeeeennn G... [480]
CBS440.34 (AFEB24874) v it it et ettt e et et e et ettt et et e e e e G... [480]
CRABI i IMIL88936 ittt ettt ettt et e e ettt et e e e e -.G... [480]
V22B (KCOBT7480) ittt ittt et ettt ettt ettt ettt eeeeeeeneneeann G... [480]
NBRC30620 (ABL07 L35 vttt ittt ettt et et ettt et e e ettt ettt eeenenenenens G... [480]
CBS L7 L .80 (EFBAL886) v vt vt ettt et teeeeeee e eeee e ee e e eeeeeaeeeeeeeeeeeeneenn G... [480]
NBRC30728 (ABLL1404d) ittt ittt ettt et et et et e e e e e e e et eeeeeeeeaeenens G... [480]
CBS35780 (AFE324876) vt v et et et et et ettt ettt ettt ettt ee e eeaeeeeeeeeeeeeeenen G... [480]
V.dahliae (GU461634)A....CGTG.C.CTT.AT......... GT.AC.G...... T....GT....CA.GCG.TT [480]
HDVF-2 (MH183227) CGCCGTAAAACACC——————— CCACTTC-————— TGAAC [519]

YZVE=1 (MHL183228) &t ititeteeene e === i T L [519]

IKVEF-1 (MH183229) @ i iiiiiieiammm === i i m = L. [519]

OSVE=1 (MH183230) tiiiteeeeeeee e m === i am—— === ... [519]

IBVEF-1 (MHI83231) tititieieeeeeammmmm == it i s mm = .. [519]

IEVE-1 (MHI83232) tititieieieeeammmmmm— it i e s m = . [519]

HDVF-1 (MH183233) @ &t ititeteeee e === i im——=— = ... [519]

IKVE=2 (MH183234) it itieiiieeeam— === i i i m == .. [519]

SSVE-1 (MH183235) 1 itteieeeeee e === . L [519]

HIAVE-1 (MH183236) @ tiiittirnrneeammmm == i eieam == === ... [519]

HIAVE=2 (MH183237) @ it itititeeeamm === i am— === ... [519]

MTVE=-1 (MH183238) ittt am === i i === === . ... [519]

KBVF-1 (MH183239) @ .ttt itenneammmm == i ii e am === ... [519]

YKVE-1 (MHL183240) vttt teeenneammmmm = i iieam === == ... [519]

CMVEF=1 (MH183241) &t eteteeaee e === i am— === ... [519]

BMVE-1 (MHL183242) ittt iteeeee === i i m = . [519]

RDVE-1 (MH183243) ittt eteneammmmm = i e i eam === ... [519]
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TKVF-1 (MH183244) ...t m oo o mm oL [519]
KMVF-1 (MH183245) @ ... em oo T [519]
MGBOO02 (KC964107) .+ i ammmmmm— T [519]
Iran707C(EF641890) ... ..t mmmmmm— L T [519]
CBS992.69(NR119653) ... mmmmm—— L mmm L [519]
CBS440.34 (AF324874 ...t im oo oo T L [519]
CABI:IMI188936 ... .....i.iuv . mmm———— .. oo [519]
V22B(KC987489) i T T [519]
NBRC 30620 (ABL1O7135) s v vuevunnunnammmmmm = oo =L [519]
CBS171.80(EF641886) .......uivu.mmmm——— . ... ——————. ..., [519]
NBRC 30728 (AB111494) ....... ... mmm -~ ... m—————. ..., [519]
CBS35780 (AF324876) v vvviiinnin - oo T [519]

]

V.dahliae (GU461634) GC.TC....C.C..TACAAGC..G.C..GTGCGGCA.CG [519

Sekil 4.2. Verticillium fungicola var. fungicola izolatlarinin ITS1-F ve 1TS4 primerleri
ile elde edilen ITS bolgesi DNA baz dizilimlerinin alt alta dizilmis hali.

4.4. Verticillium fungicola’nin ITS DNA dizilimlerinin filogenetik analizleri

Filogenetik analizlerde Antalya Korkuteli ilgesi mantarhanelerinde izole edilen
19 izolatla beraberer Genbank veritabanindan indirilen ABD, Hollanda, Ingiltere, Iran,
Ispanya, Japonya ve Polonya’dan hepsi A.bisporus’tan elde edilen 7 Verticillium
fungicola var. fungicola izolatinin ITS bolgesinin DNA dizilimlerinden yararlanilmustir.
Yine analizlere 2’ si Hollanda ve biri Japonya’dan olmak iizere Agaricus bitorquis’ten
izole edilen 3 V. fungicola var. aleophilum izolati da dahil edilmistir (Cizelge 4.2).
Verticillium fungicola nin Genbank izolatlar1 ayn1 zamanda Blast programi ile yapilan
benzerlik karsilastirmalarinda Korkuteli  izolatlarina en yakin izolatlar1 temsil
etmektedir. Filogenetik analizler MEGA7 programinin Neighbour Joining (Komsu
Birlestirme) Metodunun Bootstrap test yontemi kullanilarak yapilmistir. Filogenetik
agaclar i¢in her bir bootstrap degeri i¢in 1000 tekerriir yapilmistir. Model olarak Tajimi
Nei kullanilmigtir. Agac kol uzunlugu toplami 0.40628533 ye esit olan filogenetik soy
agact secilmistir (Sekil 4.3). Ayni grup igindeki izolatlarin ve farkli gruplarin
birbirlerine benzerlik yiizdeleri agacin dallarinda gosterilmistir. Toplamda dig grup V.
dahliae izolat1 da dahil 30 izolata ait DNA dizilimleri analize tabi tutulmustur. En son
veride toplam 460 pozisyon bulunmaktadir. Sekil 4.9’ da goriildiigii gibi filogenetik
analizler V. fungicola var. fungicola ve var. aleophilum izolatlarinin birbirinden olduk¢a
uzak iki grup olusturdugunu gostermistir. Analizler Korkuteli mantar iiretim yerlerinden
alinan izolatlarin V. fungicola turtiniin fungicola alt tiiriine ait oldugunu gostermistir. Bu
caligmada elde edilen 19 Verticillium fungicola var. fungicola izolatinin ITS DNA
dizilimleri Genbank veri tabanina girilmis ve MH183227-MH183245 kayit numaralari
ile depolanmustir (Cizelge 4.2).Yine analizler Korkuteli izolatlarinin 18 tanesinin ayni
grup i¢inde ABD, Ingiltere, Iran ve ispanya izolatlar1 ile ¢ok yakin akraba oldugunu
gostermistir. Bir izolatin (RDVF-1) ise Polonya ve Japonya izolatlari ile ayni grupa
girdigini géstermistir.

Cizelge 4.2. Filogenetik analizlerde kullanilan Korkuteli'nden izole edilen ve
GenBank'tan alinan Verticillium fungicola izolatlar

izolat Konukgu GenBank No Ulke Tur/Alt tar
HDVF-2 Agaricus bisporus MH183227 Tarkiye V. fungicola var. fungicola
Devami Arkada
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Cizelge 4.2’nin devami

YZVF-1 A.bisporus MH183228 Turkiye V. fungicola var. fungicola
IKVF-1 A.bisporus MH183229 Tirkiye V. fungicola var. fungicola
OSVF-1 A.bisporus MH183230 Turkiye V. fungicola var. fungicola
IBVF-1 A.bisporus MH183231 Tirkiye V. fungicola var. fungicola
IEVF-1 A.bisporus MH183232 Turkiye V. fungicola var. fungicola
HDVEF-1 A.bisporus MH183233 Turkiye V. fungicola var. fungicola
IKVF-2 A.bisporus MH183234 Tirkiye V. fungicola var. fungicola
SSVF-1 A.bisporus MH183235 Turkiye V. fungicola var. fungicola
HIAVF-1 A.bisporus MH183236 Tirkiye V. fungicola var. fungicola
HIAVE-2 A.bisporus MH183237 Turkiye V. fungicola var. fungicola
MTVF-1 A.bisporus MH183238 Tarkiye V. fungicola var. fungicola
KBVF-1 A.bisporus MH183239 Tarkiye V. fungicola var. fungicola
YKVF-1 A.bisporus MH183240 Turkiye V. fungicola var. fungicola
CMVF-1 A.bisporus MH183241 Tarkiye V. fungicola var. fungicola
BMVF-1 A.bisporus MH183242 Turkiye V. fungicola var. fungicola
RDVF-1 A.bisporus MH183243 Tarkiye V. fungicola var. fungicola
TKVF-1 A.bisporus MH183244 Turkiye V. fungicola var. fungicola
KMVEF-1 A.bisporus MH183245 Turkiye V. fungicola var. fungicola
MGBO0002 A.bisporus KC964107 Ispanya V. fungicola var. fungicola
IRAN 707C A.bisporus EF641890 Iran V. fungicola var. fungicola
CBS 992.69 A.bisporus NR119653 Hollanda V. fungicola var. fungicola
CBS 440.34 A.bisporus AF324874 ABD V. fungicola var. fungicola
NBRC 30620 A.bisporus AB107135 Japonya V. fungicola var. fungicola
CABI:IMI1188936 A.bisporus JQ647439 Ingiltere V. fungicola
V22B A.bisporus KC987489 Polonya V.fungicola var. fungicola
CBS 171.80 Agaricus EF641886 Hollanda V. fungicola var. aleophilum
bitorquis
NBRC 30728 A.bitorquis AB111494 Japonya V. fungicola var. aleophilum
CBS 357.80 A.bitorquis AF324876 Hollanda V. fungicola var. aleophilum
LE1350 Lycopersicum GU461634 ABD V. dahliae

esculentum
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- HDVF-2 (MH183227)
YZVF-1 (MH183228)
TKVF-1 (MH183244)
KBVF-1 (MH183239)
HIAVF-1 (MH183236)
HDVF-1 (MH183233)
OSVF-1 (MH183230)
IKVF-1 (MH183229)
IEVF-1 (MH183232)
SSVF-1 (MH183235)
MTVF-1 (MH183238)

38| BMVF-1 (MH183242)

45

64

L YKVF-1 (MH183240)
MGB002 (KC964107)
IBVF-1 (MH183231)
IKVF-2 (MH183234)
HIAVF-2 (MH183237)
CMVF-1 (MH183241)
KMVF-1 (MH183245)

Iran 707C (EF641890)
CBS992.69 (NR119653)
CBS 440.34 (AF324874)
CABI:IMI188936 (JQ647439)
NBRC 30620 (AB107135)
L v22B (KC987489)

L RDVF-1 (MH183243)

NBRC 30728 (AB111494)
CBS 35780 (AF324876)

ﬂ{ CBS 171.80 (EF641886)

0.050

V.dahliae LE1350 (GU461634)

Sekil 4.3. Verticillium fungicola izolatlarinin ribosomal DNA internal transcribed
spacer (ITS) bolgesinin DNA dizilimlerinin filogenetik analizi.
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4.5. Mycogone perniciosa’nin rDNA ITS bélgesinin PCR’ la cogaltilmas

Antalya ili Korkuteli il¢esinde gezilen mantarhanelerden 12’sinde Mycogone
perniciosa etmeni bulunmustur. Ancak 2 6rnek bulasiklik sebebi ile kaybedilmistir.
Toplanan o6rneklerden elde edilen 10 Mycogone perniciosa izolatinin rDNA ITS
bolgeleri ITS1-F ve ITS4 primer ¢ifti kullanilarak PCR testlerinde gogaltilmigtir. Her
izolatlar en az 3 defa PCR ¢ogaltmalarina tabii tutularak DNA dizimleri i¢in yeterince
PCR iirinii elde edilmistir. PCR ¢ogaltmalarinda M. perniciosa izolatlarinin hepsi ayni
buytikliikte yaklagik 700-750 bp’lik bir {iriin vermistir. Agaroz jel ilizerinde olusan
bandlarin biiyiikliigiine bakildiginda farkli izolatlar1 birbirinden ayirmak miimkiin
olmamustir (Sekil 4.4). Tiim PCR testlerinde negatif kontrol olarak kullanilan distile
sudan (ddH20) herhangi bir {iriin elde edilmemistir.

Cizelge 4.3. Mycogone pernisiosa izolatlarinin toplandigi mantarhaneler ve tarihleri

Mycogone Aliman 6rnek I\/I.antarhanelerin Orneklerin
pernisiosa sayisi Isimlere Gore toplandig tarih
Kodlan
Sogiitciik 3 BM 25.04.2017
Yazir 3 TK 23.05.2017
Yazir 3 SD 06.10.2017
Kigukkoy 3 AB 06.10.2017
Yazir 3 SS 23.05.2017
Kiicikkoy 3 0S 25.04.2017
Yazir 3 YK 23.05.2017
Yazir 3 MD 23.05.2017
KigUkkoy 3 iE 23.05.2017
Yeni Mahalle 3 AT 25.04.2017
Yazir 3 MK 06.10.2017
Yazir 3 HD 23.05.2017
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1 NC

”“““““"”““

Sekil 4.4. Mycogone perniciosa izolatlarinin rDNA ITS bolgesinin ITS1-F ve 1TS4
primer ¢ifti kullanilarak PCR’ da ¢ogaltilmasi. 1KB DNA ladder markir olarak
kullanilmigtir. 1:YKMP-1, 2:MDMP-1, 3: IEMP-1, 4:YKMP-1, 5:BMMP-1, 6: SSMP-
1, 7: ATMP-1, 8:MKMP-1, 9:0SMP-1, 10:HDMP-1, 11: NC (Negatif kontrol)

4.6. Mycogone perniciosa’nin ITS bolgesinin DNA dizilim analizleri

PCR ¢ogaltmalarinda elde edilen 10 M. perniciosa izolatina ait ITS bolgesi PCR
iiriinlerinin DNA dizilimleri yapilmistir. iki yonlii yapilan bu dizilimlerin alt alta
siralanmasi (alignment) ile her bir izolat i¢in tek bir dizilim elde edilmistir. M.
perniciosa izolatlarindan 18S rDNA ve 28S rDNA bélgelerinin kismi dizilimleride
dahil 680 ila 720 arasinda bir dizilim elde edilmistir. rDNA ITS bdlgesi dizilimleri ise
sekil 4.5°de oldugu gibidir. izolatlarm MEGA7 Clustal W ile yapilan kendi aralardaki
dizilimler izolatlarin hemen hemen %99-100 arasinda benzer oldugunu agiga
¢ikarmustir. Her bir izolatin dizilimleri NCBI Blast benzerlik analizine tabii tutulmustur.
Blast analizleri izolatlarin M. perniciosa tiiriine ait oldugunu ve bu fungusun Genbank
veri tabaninda bulunan izolatlari ile % 99 benzer oldugunu gdstermistir.

YKMP-1 (MH184588) AGTCTCGTTGGTGACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAACCCTA-TGT [60]

MDMP-1 (MH184589) N -... [ 60]
TEMP-1 (MHIB845900) @ ——m oo oo ittt ittt ittt ittt et e -... [ 60]
YKMP-2 (MHI84501)  ————mm oo oo oo i i i e et e e -... [ 60]
BMMP-1 (MHI184502) @ ————mm oo oo oo i i i e e et e e -... [ 60]
SSMP-1 (MH184503) @ —————m oo oo e e e e e e e e e -... [ 60]
ATMP-1 (MHI184594) @ ——————m oo oo oo oo e e e ettt -... [ 60]
MKMP-1 (MHLB84505) @ oo oo oo it it it ittt ittt ittt -... [ 60]
OSMP-1 (MH184506) @ ———————m oo m oo i i i et e e G... [ 60]
HDMP-1 (MHL84507) @ ——mm oo oo oo oo o oo o i it it it it ettt e e e -... [ 60]
CBS648.82 (FJ904634) TT. . .COTAG. TGA . o T e i ittt it it it it et ettt i e et et et e e -... [ 60]
MGBO004 (KCO64105) ————m—mmm oo oo ittt ittt ittt et e -... [ 60]
ND(EU380317) oo oo oo o oo o o e et et e e -... [ 60]
I35(MG890628) TTC.GTAGG....... Tttt it i e e i i i i e e e -... [ 60]
WB6-1 (FJ904629) @ ——mmm oo oo oo o i e e e e -... [ 60]
H2 (KY492331) ——=——————————————————— ...GGGTA.T...G.GC.TTT.ACT..C...... -... [ 60]
WB5-1(FJ904628) @ ———————————mm oo [ 60]
CBS100321 (AJ228693) —————————— - — .T.AC [ 60]
YKMP-1 (MH184588) GAACCTTACCATTCTGTTGCTTCGGCGGGATCGTCCCGGGTGCGGTCGAAAGGCCAGCCC [120]
MDMP—1 (MHIB4580) ittt ittt ittt it it it ittt et ettt ittt ittt ittt [120]
TEMP-1 (MHLIB4590) ittt ittt ittt ittt ittt it ettt i e et e ettt [120]
YRMP-2 (MHL8450L) ittt ittt i ittt ittt ettt it it e e e [120]
BMMP—1 (MHL84502) ittt ittt ittt ittt it ittt ittt ittt ittt ittt e e e e [120]
SSMP-1 (MHLB4503) ittt ittt ittt it ittt it it it it ittt ittt e i e e [120]
ATMP-1 (MHLB4504) ittt ittt ittt ittt et et ittt ittt it ettt [120]
MKMP-1 (MHLB4505) ottt ittt i ittt it ittt it ittt e ettt [120]
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Sekil 4.5 ‘in devami

OSMP=1 (MHLBA506) ittt ittt ettt ettt ittt ettt i e ia et eeenennnn [120]
HDMP—1 (MHL8A 507 ) ittt ittt et it ettt ittt ittt ettt ittt ittt ia et et e [120]
CBS648 .82 (FTO004634) « vt ittt it ittt ittt ittt it ittt ettt ettt e e e [120]
MGBOOO4 (KCOBA 100 ) ittt ittt ittt it it ettt et ettt et ittt et ettt eenenenens [120]
ND (EU380317) it ittt ittt it ittt ettt ittt e e et ettt e [120]
I35 (MGBO06G28) ittt ettt [120]
WB6-1 (FTO04629) ittt ittt ittt it ittt ettt et ittt ittt ettt [120]
H2 (KY492331) P [120]
WBS-1 (FJ904628) —o oo ittt ittt ettt ittt i e e e e [120]
CBS100321 (AJ228693)CG.GT....A.C..CCAAA.CC.T.T.AACATAC. .- ———— ATC..T.CCTC.G.G.TG. [120]
YKMP-1 (MH184588) CGGATCAAGGCGCCCGCCGG-GGACCTAAACTCTTCTGATTTTT-ATCGGTTTTCTTCTG [180]
MDMP-1 (MH184589)  .......c it TN T e [180]
IEMP-1 (MH184590) ... ... TN T e [180]
YKMP-2 (MH184591) ..., T e e e TN [180]
BMMP-1 (MH184592) ... ... BN TN [180]
SSMP-1 (MH184593)  ......... i, BTN T e [180]
ATMP-1 (MH184594) ... ..t TN T e [180]
MKMP-1 (MH184595)  ..... .. .iiiiiiinn. T N T e [180]
OSMP-1 (MH184596)  ........uiiiiinnnn. T N T e [180]
HDMP-1 (MH184597) @ ..., T N T e [180]
CBS648.82 (FJ904634) .o vvviiiii i T N T e [180]
MGB0004 (KC964105) .« vviiiiiinin i, T N T e [180]
ND (EU380317) ittt it BT N T e [180]
I35(MG890628) e TN N [180]
WB6-1(FJ904629) ...t TN T e [180]
H2 (KY492331) ittt i i e T i [180]
WB5-1(FJ904628) ...t T N T e [180]
CBS100321 (AJ228693) .C.C..CG.CG....... A.A..... CCC.AA..CT..--....-..ACAGCA....... [180]
YKMP-1 (MH184588) AGTGGCTTATTAAAGCAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGCTCTGGC [240]
MDMP-1 (MHL84580) &ttt ittt ittt ittt it et ittt it ittt e ettt [240]
TEMP-1 (MHIB4590) ittt ittt it ittt ettt et ettt it et ettt [240]
YRMP-2 (MHLBA450L) ittt ittt e ittt it ittt ittt it [240]
BMMP—1 (MHLB4592) ittt ittt it ittt it ittt ettt ettt ittt ittt e e e [240]
SSMP—1 (MHL84503) ittt ittt ittt it ettt ettt e s [240]
ATMP-1 (MHL84504) ittt it ittt ittt it it it ettt et ettt it et it [240]
MKMP-1 (MHLB4505) ittt ittt it et it ittt ittt et et ittt [240]
OSMP—1 (MHLBA506) ittt ittt ittt ittt ittt ittt ettt ettt [240]
HDMP—1 (MHL8A507) ittt ittt it it it et ittt ittt it ettt ittt ittt et et e [240]
CBS648 .82 (FTO04634) o vttt ittt it ittt ittt ittt ittt ittt et e e e [240]
MGBOOO04 (KCOBA L1005 ) ittt ittt ittt ittt it it et et ittt it i e ittt ettt enenenens [240]
ND (EU380317) ittt ittt ittt it ittt et ittt e ettt e e e e [240]
I35 (MGBO0G28) ittt et e [240]
WB6=1 (FTO04629) ittt ittt it ittt it ittt ettt ettt ittt et e et [240]
2 8 R G 1 PN [240]
WBS=1 (FTO04628) ittt ittt ittt ittt ettt ittt it et et et et e e [240]
CBS100321 (AJ228693) ...AA.ACGA.T..—————— AL [ Tooon.. [240]
YKMP-1 (MH184588) ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA [300]
MDMP—-1 (MHLB4580) ittt ittt it i it et et ittt ittt it ettt e e [300]
TEMP-1 (MHIB4590) ittt ittt it ittt it ittt ittt ittt ittt ittt ittt [300]
YRMP=2 (MHL8A50L) ittt ittt ittt ittt ittt ittt ittt ittt ittt e e [300]
BMMP-1 (MHL84502) ittt ittt ittt ittt ittt ettt i e e e e [300]
SSMP-1 (MHL84503) ittt ittt ittt ittt it it et ettt ettt e e s [300]
ATMP-1 (MHL84504) 1ttt it ittt ittt ittt ittt et ettt ettt [300]
MKMP—1 (MHIB4505) ittt ittt ittt it ittt ittt it ittt ettt e ettt [300]
OSMP—1 (MHLBA506) ittt ettt ittt ittt ittt ittt it i e [300]
HDMP—1 (MHLBA 507 ) ittt ittt ittt ettt ittt it ittt et ittt it i it [300]
CBS648 .82 (FTO004634) & vttt ittt ittt ettt ittt ittt ittt ittt i e [300]
= OO O (O X 0 [300]
ND (EU3803L7) ittt ittt it it it ittt ettt ettt ettt ittt et e e e e [300]
I35 (MGBO0G28) it i e e e e e et e e [300]
WB6-1 (FTO04629) ittt ittt it ittt ettt ittt ittt it ettt e e [300]
H2 (KY4O0233L) ittt ittt it it ittt ittt et et e e e e e e [300]
WBS5=1 (FTO04628) ittt ittt it ittt ittt ittt ittt ettt ittt ittt e e [300]
CBSIL0032L (AJ228603) 4 ittt ittt it ettt ettt ittt it ittt ettt e e e e [300]

YKMP-1 (MH184588) TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCG [360]
MDMP—1 (MHIB4580) ittt ittt ittt it it ittt et ettt it ittt it e ettt [360]
TEMP-1 (MHLB84590) ittt ittt ittt ittt ettt it ettt ittt ittt ennenn [360]
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Sekil 4.5 ‘in devami

YRMP=2 (MHLB4590) ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e [360]
BMMP-1 (MH184592) @ ...ttt T e e e e et et e e e e [360]
SSMP-1 (MH184593) .. .iineierinnennnn i ettt ettt et e, [360]
ATMP-1 (MH184594) ...ttt e [360]
MEMP=1 (MHLB84505) ottt ittt ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e [360]
OSMP-1 (MH184596) & .iietieieennnnn i ettt ettt et e, [360]
HDMP =1 (MHL 84507 ) ittt it ettt et e ettt e et et e ee e e eeeeseeeeeeseeaeeseeeneenseennnss [360]
CBS648 .82 (FTO04634) 1t e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [360]
MGBOOO04 (KCOGAL05) vttt ettt ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [360]
ND (EUB8B03 L7 ) it ettt et et e e eeeaeeseeeaeeseeeaeeseeneaesseensesssennansssennns [360]
I35 (MGBO0 G2 8) ittt ittt et e et ettt e e [360]
WBO=1 (FTO04620) ittt ittt et et ettt e e e et eeeeeeeeaeeseeaeeeseeaneneeenns [360]
H2 (KY49233 L) ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [360]
WBS=1 (FTO04628) i ittt ettt et e e e e e e e e [360]
CBS L0032 (AT2286903) vttt ettt ittt et e te e e eeesseeeeesseenaeesseeneesseenaeesseennnss [360]
YKMP-1 (MH184588) TCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGATCGGTGTTGGGGACCGGCCCTGCCTAGCAG [420]
MDMP=1 (MHLB4A580) ottt ittt ettt ettt e e e e e e e [420]
TEMP=1 (MH184500) 4 ttttt ettt ettt ettt e ettt et e e e e e e e e e e e [420]
YRMP=2 (MHLB459D) ottt e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et et e e [420]
BMMP =1 (MHL84592) ittt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [420]
SOMP =1 (MHIB4593) ittt ettt ettt [420]
ATMP-1 (MHL84594) ittt ittt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt eeeeee e [420]
MKMP—1 (MHL84505) ittt ittt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt [420]
OSMP =1 (MHLB4596) ettt et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [420]
R 1 < 2 e [420]
CBS648 .82 (FTO04634) v vttt ettt it ettt ettt teeteeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeneeeeeennens [420]
MGBO004 (KCOBAT05) vttt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt [420]
ND (EU380317) ettt ettt ettt e e e e e e e e [420]
I35(MG890628) it B e e e e e e e e e e [420]
WBO=1 (FTO04620) ittt ittt e ettt ettt et eee e eeeeeeeeeeaeeeeeeeeeeeenneeeeenns [420]
H2 (KY492331) ittt iieennn L [420]
WB5=1 (FTO04628) ittt ettt e et e e e e e e e e e e [420]
CBS100321 (AJ228693) v vveeeeeeennn. A.G....C-===...C.T.ovvvruu... T....GTGC...--TC. [420]
YKMP-1 (MH184588) CGGGTTGCCGCCCCCTAAATTCAGTGGCGGCCTCGTCGCAGCCTCCCTTGCGTAGTAGCT [480]
MDMP—1 (MHL84580) ittt ittt ettt et ettt ettt ettt et ettt ettt ettt [480]
TEMP-1 (MHL84590) 4t vttt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e [480]
YRMP=2 (MHL8459L) ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [480]
BMMP =1 (MHL84592) i ittt ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e [480]
SSMP—1 (MHIB84593) ittt ettt et tttee e etteeeeeeeeeeeneeeeeneeeeeeneeeenneenennn [480]
ATMP-1 (MHLB84A594) ottt ittt ettt e e e e e e e e e e e e [480]
MEMP-1 (MHLB4505) ottt ittt ettt e e e e e e e e e e e e e e e [480]
OSMP =1 (MH184506) 4ttt tee et tteee et tteeeeeeeeeeeenaeeeeeneeeeeeneeeeeneeeennnnn [480]
L0 Y I B [480]
CBSB48 .82 (FTO04634) vt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [480]
MGBOO04 (KCOGAL05) vttt ettt e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [480]
ND (EU3B80317) ettt ettt ettt e e e e e e e e e e e [480]
I35 (MGBI0628) ittt it ettt et et e et e et e et e e e e [480]
WBG—1 (FTO04629) ittt ettt e e e e e e e e e e e e e e [480]
H2 (KY49233L) ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [480]
WBS=1 (FTO04628) ittt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e [480]
CBS100321 (AJ228693) ...CGC. ... Tuuunnnn.. CTuevennnn. T....CT..... TeeeTChuieeeeannn. A [480]
YKMP-1 (MH184588) CTTTTGAAACCTCGCACCGGA-GCGCGTCGTGGCCACGCCGTAAAACCCCAACTTTCTGA [540]
MDMP-1 (MH184589) .. ..iiiiirrrnnnnnnnnn R [540]
TEMP-1 (MH184590) .t iiiiiieeeeeeennnnnn R [540]
YKMP-2 (MHI84591)  tvveeeeeeieieeeennnnn B [540]
BMMP-1 (MH184592) .+ttt B [540]
SSMP-1 (MH184593) .t iiiiiiieeeiieennnnn B [540]
ATMP-1 (MH184594) ... .iitiiiinnnnnn R [540]
MKMP-1 (MH184595) .. iiiiieeeeeeeennnnnn R [540]
OSMP-1 (MH184596) .t uvitiieeiiieennnnnnn B [540]
HDMP-1 (MHI84597)  tuvteeeeeeeeeeeeannnn B [540]
CBS648.82(FJ904634) v v v vt ettt ieeeeennnn e e e e e e e e e e e e e e e e e e [540]
MGBO004 (KC964105) v vvvve e eeeeeeeennn R [540]
ND (EU380317) eeteee e teeeeeennnn B [540]
I35(MGB890628) i B [540]
WB6-1 (FJ904629) ittt R [540]
H2 (KY492331) ettt eeee e T [540]
WB5-1 (FJ904628) vttt B [540]
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Sekil 4.5 ‘in devami

CBS100321 (AJ228693) .= ======.....couun... ARAG..Covvvnnnnnnn Tevvnn.. CCAC...... [540]
YKMP-1 (MH184588)  AAGGTTGACCTCGAATCAGGTAG-—============ === === - - [600]
MDMP-1 (MHLI84589) .t uvvvvuutuuuueeeaaaaa e [600]
IEMP-1 (MH184590) e G-AATACCCGCTGAA--CTTAAGCATA---------- [600]
YRMP-2 (MH184591)  «vvuutieeeennnnnneennn. G-AATACCCGCTGAA--CTTAAGCATA-————————— [600]
BMMP-1 (MH184592)  tvuutreeeennnnneeennn. G-AATACCCGCTGAA--CTTAAGCATA-————————— [600]
SSMP=1 (MHL84593)  vevvvveeneennananennn.. G-AATACCCGCTGAA--CTTAAGCATA-—-------- [600]
ATMP-1 (MHI84594)  \outuvvnnnnnnnnnnnnnnnns GAR= === — oo [600]
MKMP-1 (MHLI84595)  «evtttutttttteeeee e e e [600]
OSMP-1 (MH184596)  ..vviiiiiinennannnn... GARA= === [600]
HDMP-1 (MH184597)  «iiiviiiiiinnnnnnnnn... G-AATACCCGCTGAA-——======—=——————————— [600]
CBS648.82 (FI904634) «vvvvvvunnnnnnnnnnnnn.. G-AATACCCGCTGA?TACTTAAGCATATCAATTAAGC [600]
MGB0004 (KC964105) ..... Tt [600]
ND(EU380317) eeeemeeeeannnnen. G-AATACCCGCTGAA--CTTAAGCATA-————————— [600]
I35(MG890628) et G-AATACCCGCTGAA--CTTAAGCATATCAATAAGGC [600]
WB6-1 (FJ904629) tevvevennneneneennnnnnns GGAATACCCGCTGAA--CTTAAGCATA---------- [600]
H2 (KY492331) ettt G-AATACCCGCTGAA--CTTAAGCATATCAATAAG-C [600]
WB5-1 (FJ904628) tevvvnmuneeeennnnnnnn. G-AATACCCGCTGAA--CTTAAGCATATCATTAAG-C [600]
CBS100321 (AJ228693) ¢ v v v v v e mmmm oo m oo oo oo [600]
YKMP-1 (MH184588) ———---- [607]
MDMP-1 (MH184589) —-—---- [607]
TEMP-1 (MH184590) —=—=——--- [607]
YKMP-2 (MH184591) —=——---- [607]
BMMP-1 (MH184592) ———---- [607]
SSMP-1 (MH184593) —-=----- [607]
ATMP-1 (MH184594) —=——=—=—-- [607]
MKMP-1 (MH184595) -=—-=-=——- [607]
OSMP-1 (MH184596) ———---- [607]
HDMP-1 (MH184597) --=----- [607]
CBS648.82 (FJ904634)  GGAGGAA [607]
MGB0004 (KC964105) —=——=—=——= [607]
ND(EU380317) ——————o [607]
I35(MG890628) GGAGGAA [607]
WB6-1(FJ904629)  ——--——- [607]
H2 (KY492331) GGAGGA- [607]
WB5-1 (FJ904628) GGAGGAA [607]
CBS100321 (AJ228693)  ———---- [607]

Sekil. 4.5. Mycogone perniciosa izolatlarinin ITSIF ve ITS4 primerleri ile elde edilen
ITS bolgesi DNA baz dizilimlerinin alt alta dizilmis hali

4.7. Mycogone perniciosa’nin 1TS DNA dizilimlerinin filogenetik analizleri

Filogenetik analizlerde Antalya Korkuteli ilgesi mantarhanelerinden izole edilen
10 M. perniciosa izolatlarinin yani sira Genbank veritabanindan indirilen 3 Giliney
Afrika, 2 Cin,1 Hindistan ve 1 Ispanya’dan olmak iizere hepsi A.bisporus’tan elde
edilen 7 M. perniciosa izolatinin ITS bolgesinin DNA dizilimlerinden yararlanilmigtir
(Cizelge 4.4). Genbank izolatlar1 ayn1 zamanda ve Blast programu ile yapilan benzerlik
karsilastirmalarinda Korkuteli izolatlarina en yakin izolatlar1 temsil etmektedir.
Filogenetik analizler MEGA7 programinin Neighbour Joining (Komsu Birlestirme)
Metodunun Bootstrap test yontemi kullanilarak yapilmistir. Filogenetik agaglar i¢in her
bir bootstrap degeri igin 1000 tekerriir yapilmistir. Model olarak Tajimi Nei (Tajima ve
Nei 1984) kullanilmistir. Aga¢ kol uzunlugu toplami 0.25126512’ye esit olan
filogenetik soy agaci sec¢ilmistir (Sekil 4.6). Ayni grup icindeki izolatlarin ve farkh
gruplarin birbirlerine benzerlik yiizdeleri agacin dallarinda gosterilmistir. Bu ¢alismada
elde edilen 10 M. perniciosa izolatinin ITS DNA dizilimleri Genbank veri tabanina
girilmis ve MH184588-MH184595 kayit numaralar ile depolanmistir (Cizelge 4.4).
Toplamda 18 izolata ait DNA dizilimleri analize tabi tutulmustur. En son veride toplam
449 pozisyon bulunmaktadir. Sekil 4.6’da goriildiigii gibi filogenetik analizler M.
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perniciosa izolatlariin birbirine ¢ok yakin 2 farkli gruba ayirmistir. Analizler Korkuteli
mantar iretim yerlerinden alinan izolatlarin Giiney Afrika, Hindistan ve Ispanya
izolatlart ile benzerlik gostererek ayni grupta yer aldigi1 ve Cin izolatlarindan azda
olsa farkli oldugunu géstermistir.

Cizelge 4.4. Filogenetik analizlerde kullanilan Korkuteli'nden izole edilen ve
GenBank'tan alinan Mycogone perniciosa izolatlar

izolat Konukgu GenBank No Ulke Tur/Alt tir
YKMP-1 A.bisporus MH184588 Turkiye M.perniciosa
MDMP-1 A.bisporus MH184589 Turkiye M.perniciosa
IEMP-1 A.bisporus MH184590 Trkiye M.perniciosa
YKMP-2 A.bisporus MH184591 Turkiye M.perniciosa
BMMP-1 A.bisporus MH184592 Turkiye M.perniciosa
SSMP-1 A.bisporus MH184593 Turkiye M.perniciosa
ATMP-1 A.bisporus MH184594 Tarkiye M.perniciosa
OSMP-1 A.bisporus MH184596 Trkiye M.perniciosa
HDMP-1 A.bisporus MH184597 Turkiye M.perniciosa
CBS 648.82 A.bisporus FJ904634 Guney Afrika M.perniciosa
MGB0004 A.bisporus KC964105 Ispanya M.perniciosa
ND A.bisporus EU380317 Hindistan M.perniciosa
135 A.bisporus M6890628 Cin M.perniciosa
WB6-1 A bisporus FJ904629 Guney Afrika M.perniciosa
H2 A.bisporus KY492331 Cin M.perniciosa
WB5-1 A.bisporus FJ904628 Glney Afrika M.perniciosa

CBS100321 Acer spp. CBS100321 Kanada N. galligena
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YKMP-1 (MH184588)
MDMP-1 (MH184589)
IEMP-1 (MH184590)
YKMP-2 (MH184591)
BMMP-1 (MH184592)
SSMP-1 (MH184593)
ATMP-1 (MH184594)
MKMP-1 (MH184595)
OSMP-1 (MH184596)
HDMP-1 (MH184597)
CBS 648.82 (FJ904634)
MGB0004 (KC964105)
ND (EU380317)

WB6-1 (FJ904629)
WB5-1 (FJ904628)

135 (MG890628)

H2 (KY492331)

CBS 100321 (AJ228693)

65

34

0.020

Sekil 4.6. Mycogone perniciosa izolatlarinin ribosomal DNA internal transcribed
spacer (ITS) bolgesinin DNA dizilimlerinin filogenetik analizi.

4.8. Cladobotryum spp.’nin rDNA ITS bélgesinin PCR’ la ¢ogaltilmasi

Antalya ili Korkuteli ilcesinde 13 mantarhaneden toplanan &érneklerden elde
edilen 13 Cladobotryum spp. izolatinin rDNA ITS bolgeleri ITS1-F ve ITS4
primerleri ile PCR testlerinde ¢ogaltilmistir. Ancak 3 izolattan PCR 0rini elde
edilememistir. Her izolat en az 3 defa PCR c¢ogaltmalarina tabii tutularak DNA
dizimleri icin gerekli PCR iiriinii elde edilmistir. PCR ¢ogaltmalarinda Cladobotryum
izolatlarinin tamamu ayn1 biiytikliikte yaklasik 700-750 bp’lik bir PCR iirtinii vermistir.
Agaroz jel {lizerinde olusan bandlarim biyiikligiine bakildiginda farkli izolatlar
birbirinden ayirmak miimkiin olmamistir (Sekil 4.7). Tum PCR testlerinde negatif
kontrol olarak kullanilan distile sudan (ddH2O) herhangi bir PCR iirlinii elde
edilmemistir.
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Cizelge 4.5. Cladobotryum spp. izolatlarinin toplandigi mantarhaneler ve tarihleri

Cladobotryum | Ahlnan érnek | Mantarhanelerin Orneklerin
spp. sayis1 Isimlere Gore Kodlar1 | toplandig: tarih
Yazir 3 SS 23.05.2017
Yazir 3 YK 23.05.2017
Kiglkkoy 3 IK 23.05.2017
Yazir 3 TK 23.05.2017
Kiglkkoy 3 IE 23.05.2017
Kiglkkoy 3 TE 25.04.2017
Kiglkkoy 3 ER 25.04.2017
Kicukkoy 3 KM 25.04.2017
Sogiitciik 3 BM 25.04.2017
Kigukkoy 3 oS 25.04.2017
Yazir 3 MO 23.05.2017
Kiglkkoy 3 CM 25.04.2017
Kiglkkoy 3 MT 25.04.2017

-

Sekil 4.7. Cladobotryum spp. rDNA ITS bdlgesinin ITS1-F ve ITS4 primer cifti
kullanilarak PCR’ da ¢ogaltilmasi. 1KB DNA ladder markir olarak kullanilmastir.
1: OSCD-1, 2: IECD-1, 3.ERCD-1, 4:IKCD-1, 5:KMCD-1, 6: TKCD-1, 7:SSCD-1, 8:
KMCD-2, 9: BMCD-1, 10: YKCD-1, 11: NC
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4.9. Cladobotryum spp.’nin ITS bélgesinin DNA dizilim analizleri

PCR’da ¢ogaltilan 10 izolatinin ITS bolgesi PCR iiriinlerinin DNA dizilimleri
yapilmistir. Iki yonlii yapilan bu dizilimlerin alt alta siralanmasi (alignment) ile her bir
izolat i¢in tek bir dizilim elde edilmistir. Cladobotryum spp. izolatlarindan 18S rDNA
ve 28S rDNA bolgelerinin kismi dizilimleride dahil 680 ila 720 arasinda bir dizilim
alinmigtir. tDNA ITS bolge dizilimleri ise Sekil 4.8’de oldugu gibidir. izolatlarin
MEGA7 Clustal W ile yapilan kendi aralarindaki dizilimler izolatlarin hemen hemen
%99-100 arasinda benzer oldugunu aciga g¢ikarmistir. Her bir izolatin dizilimleri
NCBI Blast benzerlik analizine tabii tutulmustur. Blast analizleri Korkuteli
izolatlarinin Cladobotryum mycophilum tiiriine ait oldugunu ve bu fungusun Genbank
veri tabaninda bulunan izolatlar1 ile % 99-100 benzerilik gosterdigini aciga
cikarmistir.

OSCD-1 (MH181858) TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATACAACTCCCAAACCCACTGTG [ 60]
TECD-1 (MHIBIB50) ittt ittt ittt it it ittt ettt ettt ittt it et ettt [ 60]
ERCD-1 (MHLBL860) ittt ittt ittt ettt it ittt ittt et et it et ia e aeneenennnn [ 60]
TKCD-1 (MHIBLBOL) ittt ittt ittt it it ittt ettt et ettt et et ettt it aenenenens [ 60]
KMCD=1 (MHLBL862) ittt ittt it ittt it ittt ittt ittt et et it nennnn [ 60]
TKCD=1 (MHLBL863) ittt ittt ittt ettt ittt ittt ettt et it et e enenenenenennnn [ 60]
SSCD=1 (MHLBL864) ittt it ittt it it it et it et et ettt it e s ae e e eneaenenennn [ 60]
KMCD=2 (MHLBLB65) ittt ittt ettt ettt ittt ittt ettt it e e ea e [ 60]
BMCD=1 (MHLBL866) ittt ittt ettt te ittt ittt et en et neennn [ 60]
YKCD=1 (MHLBLB67) ittt ittt it ettt ittt ittt ittt ittt ettt en it enenenennnn [ 60]
491253 (AB527074) @ —mmmm oo ettt e [ 60]
GTOL (MHO40808) ittt ittt et ittt ittt ittt e e e iaia e aeenenennnn [ 60]
MGBOOOS5 (KCOBAL03) v ittt ittt it it it it it it ittt it et ettt ittt enenenns [ 60]
BAC0O3 (KJ808713)  ..... N € [ 60]
1264 (KP698960) ..... ) Tt ettt it i ettt i i e e e e, [ 60]
CL21 (JQO004737) mmm oo oo s ettt e [ 60]
PET7OCD (KP267826) @ ———m—m oo oo o o o o ittt e [ 60]
491253 (JF693809)  ..... Ao, T e ettt i i i i ittt it e [ 60]
ZC(KUS00562) oo oo oo o o e i e e et e e [ 60]
LEOL (MEFO99221) @ oo o oo oo oo i e ettt e e [ 60]
PSU 177(Y17091) @ —-mmmm oo m oo oo oo e et e e e [ 60]
5132 (EU340833) W —————————-——mmm—mm—m i ——— Tl e e e e i e e e [ 60]
MGWLA0L (KY 777 358) ittt ittt ittt et ettt et e i iaeeae e eieeeeanennennn [ 60]
Cb (NR111427) = = —-—-m—m—mmmm oo mmm . N A. [ 60]
OSCD-1 (MH181858) AACCTTACCAAATCGTTGCTTCGGCGGGACAGCCCCGGGCCCTCGCGGCACGGAACCAGG [120]
IECD-1 (MHLBL850) ittt ittt ittt it ettt e ittt ittt et eneeneann [120]
ERCD-1 (MHLBL860) ittt ittt ittt ittt ittt ittt ittt et et it e iaen e eneenennnn [120]
TKCD-1 (MHIBLBOL) ittt ittt ittt ittt ittt ettt et et et i e ittt tete i aanenennns [120]
KMCD=1 (MHLBL862) ittt ittt ittt ittt ittt ittt ittt it et et et it neennn [120]
TKCD=1 (MHIBLB63) vttt ittt ittt ittt ettt et teeine e e neennennennnns [120]
SSCD=1 (MHLBL864) ittt ittt ittt it it it it it et et ettt i it e e e [120]
KMCD=2 (MHLBLB65) ittt ittt ittt ittt ittt ittt ettt ie et iaen e [120]
BMCD=1 (MHLIBLB66) vttt ittt ittt ittt it tte ettt teeiaeeae e e eneenennnnn [120]
YKCD=1 (MHLBLB67) ittt it ittt ettt ittt it ittt ittt et it et e et [120]
401253 (ABS 2707 4) ittt e e e e e e ettt e [120]
GTOL (MHO40808) ittt it ittt et ettt ittt ettt e et i ie e [120]
MGBOOOS (KCOBAL03) vttt ittt it it et it et it ettt et ettt ittt et ettt it [120]
BACO3 (KTB08T7L13) ittt it ittt ettt ettt et ittt ittt ittt ettt en et [120]
1264 (KP698O60) ittt it ittt e e e e e e i e e [120]
[ R G 100 S PN [120]
PETOCD (KP267826) ittt ittt ittt it it et it ittt et ettt it ettt e [120]
491253 (TEBO3800) ittt it e e e e e e e e e e e [120]
ZC (KUDO0562) ittt ittt ettt ettt e e e e e e e e e [120]
LEOL (ME99221) ittt it i ittt i i i Tooo... Ao, c Covo. [120]
PSU 177(Y1T7091) it i it i e Tooo... Ao, c C.o.... [120]
5132 (EU340833) ittt ittt i e e B C C.o.... [120]
MGW1401 (KY777358) ......... TCTA. .t i it i i i Covvvnnnnn AC.CGT..C......vn.. [120]
Cb (NR111427)  ......... R -C.CGT..C...... A [120]
OSCD-1 (MH181858) CGCCCGCCGGAGGCCAA-AAAACTCTCCTGTTTTCTCTTAGCGGAATTTAT-CTGAGTGG [180]
IECD-1 (MH181859) ..., S R [180]
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ERCD-1 (MH181860)  ....iiieennnn. S e [180]
IKCD-1 (MH181861) @ .+ iiiiivneennnn e I, [180]
KMCD-1 (MH181862) @ ..iuitiiinennnnnn e I [180]
TKCD-1 (MH181863) @ ..t iiiiiirnnnnnn S e [180]
SSCD-1 (MH181864) @ .. iiiiiiiiinnnnnn S e [180]
KMCD-2 (MH181865)  .....iiuiinnen.n. T e e e e e e e e e e e I [180]
BMCD-1 (MH181866) @ ...uinininenennn. T e e e e e e e e e e I [180]
YKCD-1 (MH181867) @ .. iiiiiiinnnnnn S e, [180]
491253 (AB527074) v it S T, [180]
GTO1 (MH040808) ..., T e e e e e e e e e e I [180]
MGBOOO5 (KC964103) v viviiininnnnnn T e e e e e e e e e e I [180]
BACO3 (KJ808713) v iiiiiiiiinnnnnn T e e e e e e e e e e e I [180]
1264 (KP698960) ..ot A e e e e [180]
CL21 (JQO04737) e et i i A e e e e, [180]
PE7O0CD(KP267826)  «iviiiiinnnennnn B et e e e e e e S [180]
491253 (JF693809) ... T e e e e e e e e e e e I [180]
ZC (KU500562) ittt i S e [180]
LEO1 (MF99221) ..t e S [180]
PSU 177(Y17091) it e IS, [180]
5132 (EU340833) .+ttt T e e e e e e e e e e e e [180]
MGW1401 (KY777358) ..., A..CC—...in. A..... A=A, C.Teeoeonn.. [180]
Cb (R111427) e A.CC-C....... T....A..G..—.... .. C...GC.—. ... ... [180]
OSCD-1 (MH181858) CCCTTC-ATGGGCAAGCAA----ATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT [240]
IECD-1(MH181859)  ...... e e e T e e e e e e e e e e e e e e e e [240]
ERCD-1 (MH181860)  ...... e e e e [240]
IKCD-1 (MH181861)  ...... AT e [240]
KMCD-1 (MH181862)  ...... T T e e e e e e e e e e [240]
TKCD-1 (MH181863)  ...... e e e T e e e e e e e e e e e e e e e e e [240]
SSCD-1(MH181864)  ...... e e e T e e e e e e e e e e e e e e e e [240]
KMCD-2 (MH181865)  ...... T e e T e e e e e e e e e e [240]
BMCD-1 (MH181866)  ...... T e e T e e e e e e e e e [240]
YKCD-1 (MH181867)  ...... e e e T e e e e e e e e e e e e e e e [240]
491253 (AB527074)  ...... e e e T e e e e e e e e e e e e e e e e e [240]
GTO01 (MH040808)  ...... I T e e e e e e e e e e [240]
MGBO0O05 (KC964103) ...... AT T e e e e e e e e e e e [240]
BACO3 (KJ808713)  ...... T T e e e e e e e e e e e e e [240]
1264 (KP698960) ...... e e e T e e e e e e e e e e e e e e e e e e [240]
CL21(Jo004737) ...... e e e T e e e e e e e e e e e e e e e e e [240]
PE70CD (KP267826)  ...... I T e e e e e e e e e e e [240]
491253 (JF693809)  ...... I T e e e e e e e e e e e e e [240]
ZC(KU500562) ...... e e e T e e e e e e e e e e e e e e e e e e [240]
LEO1 (MF99221) ..... A-GG..—-... ... T e e e e e e e e e e e e e e e e e e [240]
PSU 177(Y17091) e .CA-GG..me it T e e e e e e e e e e [240]
5132 (EU340833) ... .CA-GG. .~ it T e e e e e e e e e e e e e [240]
MGW1401 (KY777358) ..... TGl . = s s A e mm e e e et e e e e e e e e [240]
Cb (NR111427) B O N O € 1 S 2V [240]
OSCD-1 (MH181858) GGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAA [300]
D Ot 1 I ) [300]
ERCD=1 (MHLBL 860 ) ittt it ittt et ettt et ettt et ettt e ettt eeeeeeeenaeeneenneens [300]
TKCD=1 (MHLBLB6L) ittt ittt et ettt ettt ettt et eeeee e e eeeeeneeeeeneeneenennenns [300]
O D R 1 8 [300]
TKCD=1 (MHLBLBB3) ittt ettt ettt e et ettt e ettt et et ettt e ettt eeeeeeeeeeeeeeennens [300]
SSCD=1 (MHLBLBB4) it ittt ettt e et et e e e ettt e e e ettt e et et ettt ettt [300]
O D 1 B T [300]
O A 11 8 [300]
YKCD=1 (MHLB LB O T ) ittt et ettt e e et et e e e et ettt e et e ee e et eeeeeeeeseeeaeeeeeeneens [300]
S TG B 2N = 3G 2 A [300]
GTOL (MHOA 0808 ) ittt et ettt e e et e et e e e ettt et et ettt ee e eeeeeeeeeaeeneeeneens [300]
MGBOOOS5 (KCOBAL03) vttt ettt et ettt et ettt et ettt et ettt eeeeeeeeeeeeeeneenenns [300]
BACO3 (KTBO08 71 3) ittt ettt ettt et e et ettt et ettt ettt et eeeeeeeeneenen [300]
1264 (KPG8 OG0 ) ittt et ettt et e ettt e ettt e et et et e [300]
(O 2 0 L0 O [300]
PETOCD (KP267826) t ittt ettt e ettt et e et eee et et ettt eeeeeeeeeeeeeeeeeneenennens [300]
491253 (JE693800) ittt it et e e e e e ettt e et e e e [300]
ZC (KUSO 0 D 02 ) it ettt et et ettt ettt et e e et et e [300]
LEOL (MEOO9221) ittt it e ettt e e e ettt et et ettt e eee ettt e eeaeeeeeeaeeeeeennens [300]
PSU L77 (Y1700 L) ettt e it e e e e e e e e e e e ettt ettt ettt e e [300]
D132 (EU340833) it ittt ittt ettt e e e e e et e e e [300]
MGIW LA O L (KY 77 7 358 ) i e ettt e e e e e et e e e et ettt e et ettt e ettt eee e eeeeeeseeaeeeeennns [300]
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CD  (NRLLLA27) ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [300]
0SCD-1 (MH181858) TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGA [360]
TECD=1 (MHLB1850) ittt ittt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e [360]
ERCD=1 (MHLIBL1860) ettt ettt e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e et e e [360]
TKCD=1 (MHIBL86L) v et eee et tteee e eeee et eeee e eeaeeeeeneeeeeeaeeeeeneeeeennenas [360]
KMCD=1 (MHL8L862) tu et teee e eteee et eee e eeeee e eeeeeeeeneeeeeeaeeeeeneeeeennnn [360]
TKCD=1 (MHLBI863) et ettt ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e [360]
SSCD=1 (MHIB L8 64) ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt [360]
KMCD=2 (MHL8L865) vttt e ee e et teee et etee e e eeee e eeeee e eteeeeeeaeeeeenaeeeennnn [360]
BMCD=1 (MHL8L1866)  tv et teee et teee e e eee e e eeee e eeeeeeeeeeeeeeaeeeeenaeeeennns [360]
YKCD=1 (MHL8L867) ee et teee e tteee et eee e e eeeeeeeaeeeeeneeeeeeaeeeeenaeeeennns [360]
491253 (BB527074) 1ttt et e e [360]
GTOL (MHOZ0808) ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [360]
MGBOOOS (KCOGA 103 ) vttt ettt e e ettt e e e ettt e e e eeeeeeeeeeeeeeaeeseeeneeseeeneeeens [360]
BACO3 (KIB08 7 L 3) ittt et ettt et e et e eeeeeeesseeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeneeneeennnss [360]
1264 (KP6O8O60) ittt et ettt e e e e e [360]
CL21 (JQ004 737 et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [360]
PETOCD (KP 2607 826) ittt ettt et eeeeeeeeneeeeeeaeeeeeeeeeeeeeneeeeeeneeeeenneeeens [360]
491253 (TJF693800) ittt ittt ettt ettt e et e et e et e e e e [360]
ZC (KUS00562) ettt ettt [360]
LEOL (MFO9221) ittt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [360]
PSU 177 (YL17000) ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt eeeeenn [360]
5132 (EUB40833) it ettt ettt eeteeeeeaeeeeeeaeeeeeeaeeeeeeaeeteeeeeteeeeeeeeeeen [360]
MG LAOD L (KY 777358 ettt ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [360]
CD  (NRLLLA27) ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [360]
0SCD-1 (MH181858) GCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCCCCCGGGGGCATGGTGTTGGGGGACGGCCCCGCCCCG [420]
TECD=1 (MHLB1850) i ttttt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e [420]
ERCD=1 (MHLIB8L1860) s ettt et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et et e [420]
TKCD=1 (MHIB1861) tttttttt ettt ettt ettt et ettt e e e [420]
KMCD=1 (MHLIBI862) e et e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e et et et e [420]
TKCD=1 (MHLBL863) et ettt et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e [420]
SSCD=1 (MHLB L8 64) ottt ettt ettt et ettt ettt ettt [420]
KMCD=2 (MHLBI865) e et e e e et e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e et e e e et et ettt [420]
BMCD=1 (MHLIBLI866) e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e ettt e ettt [420]
YRKCD=1 (MHLIBL867) et e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et et et [420]
491253 (BB527074) 1ttt et e [420]
GTOL (MHOZ0808) ettt et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [420]
MGBOOOS (KCO64 103 ) it ittt ettt e ettt et ettt eeeeneeeeeeeeeeeeeneeeeeeneeeeeeneeeens [420]
BACO3 (KTB08 7 L 3) ittt ettt et e eeeeteeeneeeeeeeeeeeeeneeeeeeneeeeeeneeeeeennnns [420]
1264 (KP698960) ittt ettt e e e [420]
CL21 (JO004 73 7)ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e [420]
PETOCD (KP 2607 826) it ettt ettt eeteeeeeeeeeeeeneeeeeeneeeeeeneeeeeeneeeeeennenens [420]
491253 (TJF693800) ittt it ettt ettt e e ettt e e et e e [420]
ZC (KUS00562) ettt e [420]
LEOL (MFO9221) ittt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e T.. [420]
PSU 177 (YL1T7000) ettt ettt ettt et ettt ettt ettt ettt ettt ettt et eeee s T.. [420]
5132 (EUB40833) i ettt ittt ettt eeaeeeteeaee e et e e e T.. [420]
MGW1401 (KY777358) v vvieeeeeeennnnn ettt o o T [420]
Cb (NRLILI1427)  eeeeiieiieeennnn. G.AG...uuun... COTC . et e et A..o... GC [420]
0SCD-1 (MH181858) CGCGGT-----— CTGGCCGCCCCCGAAATGCAGTGGCGACCCCGCCGCAGCCTCCCCTGC [480]
TECD-1 (MHLB81859) ottt imm oo e e e e e [480]
ERCD=1 (MHLI8L1860) ottt et emm === e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [480]
TKCD=1 (MHIB81861) ittt immm oo ettt ettt ettt et ettt e ettt ettt et e e [480]
KMCD=1 (MHLIBL1862) ettt e emm o oo e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [480]
TKCD=1 (MHLI8L863) teeee e m = o oo e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [480]
SSCD-1 (MHLBLB64) ottt e e e e [480]
KMCD=2 (MHLI8L865) teeee em == oo e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [480]
BMCD=1 (MHIBI866) e eeeeemm == m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [480]
YKCD=1 (MHLIBLI867) eeee e emm e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [480]
491253 (BB527074) v v et i m e e [480]
GTOL (MHOZ0808) ettt e e mm o oo e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [480]
MGBOOOS (KCOBAL03)  vie et e mmmmmm it e et et ettt ettt ettt eeeneeeeeeneeeeeeneeeennns [480]
BACO3 (KIBO08 7 L 3) ittt e mmmmm o et et et ettt ettt ettt ettt et e [480]
1264 (KP698960) vttt imm oo e [480]
CL21 (JQ004T37) ettt e e e e e e e e e e e e e e [480]
PETOCD (KP 267 826) ettt e mmm = i ittt et ettt ettt eeeeteeeneeeeeeneeeeeeneeeenn [480]
491253 (JF693800) ittt i i mm o e e e e e ettt e e et e et e e [480]
ZC (KUS00562) e e e [480]



BULGULAR D. ATES

Sekil 4.8’in devami

LEO1 (MF99221) ......—-——=——- L [480]
PSU 177(Y17091)  ......-————- B [480]
5132 (EU340833) ......-————- B [480]
MGW1401 (KY777358) B R S € €31 1 1 [480]
Cb (NR111427) T T T T T T T T e e e e e e e e e ettt e e [480]
OSCD-1 (MH181858) GTAGTAGCTATACAACTGGAAACCTCGCACCGGAGAGCGGCGCT-GCTCAGCCGTGAAAC [540]
IECD-1 (MHLBL850) ittt ittt ettt et e ettt ettt ittt e e I [540]
ERCD-1 (MHLI81860) ittt ittt ittt ettt ettt ettt ettt I [540]
IKCD=1 (MHLB8LI86L) ittt ittt ittt ettt ittt eineeneenaeneenens I [540]
KMCD=1 (MHLI8L862) vttt it ittt ettt et eineeneneeneeneeneenenns I [540]
TKCD=1 (MHLIBL863) vttt ittt ittt ettt ineneneeneneeneeneens I [540]
SSCD=1 (MHIBLB64) ittt ittt ettt et ettt ettt te e ettt I [540]
KMCD=2 (MHL8L1865) ittt ittt ittt et ettt ettt ettt ettt I [540]
BMCD=1 (MHLIBL866)  tit ittt ittt et eineeneeneeneeneeneeneeneens I [540]
YKCD=1 (MHLIBL867)  ti ittt ittt ettt et eineneneeneeneeneeneens I [540]
491253 (ABO27074) ittt it e e e e e e et e e et e T e e e e [540]
GTOL (MHO40808) ittt ittt et e e e e et ettt ettt ee et T [540]
MGBOOOS5 (KCO64L03) v vttt ittt ittt e it ettt et I [540]
BACO3 (KTB0BT7L3) ittt ittt ettt it ettt it e I [540]
1264 (KP698960) oot T e e e e e e e e e e e e e ee e T [540]
CL21 (JQO0AT37) et e e e e e et e e e e e e e ettt ettt T [540]
PETOCD (KP267826) tt ittt ittt et ettt eneeneeneeneeneeneenes I [540]
491253 (JEB693809) ti ittt ittt e e e e e e e e e I [540]
ZC (KUS00562) ittt e et et ettt e e e e e, T [540]
LEOL (MEO9221) ittt ittt ettt e e ettt ettt ettt T [540]
PSU 177 (YL709L9 ittt ittt ettt e et it e et ettt IR [540]
5132 (EU340833) ittt ittt e e e e i SN [540]
MGW1401 (KY777358) ..., E e Covvnnn G- LTl T [540]
Cb (NR111427) ... iieeo.. GTTCT.A. i vveeeenn. T. Covinnn GT Gevvwenn v [540]
OSCD-1 (MH181858) CCCAACT-TCTGAAAGGTGACCTCGGATCAGGTAGGAA-————————————————————— [600]
IECD-1(MH181859)  ....... T e e T T [600]
ERCD-1 (MH181860)  ....... T e e T T [600]
IKCD-1 (MH181861)  ....... T e T T T [600]
KMCD-1 (MH181862)  ....... e e e TGA.CTC.GATCA.GTA. - —=————————————————————— [600]
TKCD-1 (MH181863)  ....... T e e e e e T T [600]
SSCD-1(MH181864)  ....... T e e e e e T T [600]
KMCD-2 (MH181865)  ....... T e e e T T T [600]
BMCD-1 (MH181866)  ....... T e T T T [600]
YKCD-1 (MH181867) @ ... .- ———— - —m o [600]
491253 (AB527074)  ....... T, TGA.CTC.GATCA.GTA-—=——————————————————————— [600]
GTO01 (MHO40808) ....... e ATCAGTAG.TCCGATTACTTCCTTTTT————-———— [600]
MGBO0O05 (KC964103) ....... = G e T T e [600]
BACO3 (KJg808713)  ....... T T [600]
1264 (KP698960) ..... ACT....... A.GTTGAC.TTCGGGAT.CA.GGAAGAGGATGCCCA-———————— [600]
CL21(JQ004737) ....... T e e e TGA.CTC.GATCA.GTA.G.ATACCCGCTGAACTTAAGCATA [600]
PE70CD (KP267826)  ....... T e e e TGA.CTC.GATCA.GTA.G.ATACCCGCTGAACTTAAGCATA [600]
491253 (JF693809)  ....... T e e e TGA.CTC.GATCA.GTA.G.ATACCCGCTGAACTTAAGCATA [600]
ZC(Ku500562)  ....... et [600]
LEO1 (MF99221) ....... T e e e TGA.CTC.GATCA.GTA.G.ATACCCGCTGAACTTAAGCATA [600]
PSU 177(Y17091)  ....... e e e TGA.CTC.G-——====—————————————————————————— [600]
5132 (EU340833) .. .-—mmm oo m e e [600]
MGW1401 (KY777358) ....... C.T.e e s m e e e [600]
Cb (NR111427) ....... Teveeeeen.. TGA.CTC.GATCA.GTA.G.ATACCCGCTGAACTTAAGCATA [600]

0sCD-1
IECD-1
ERCD-1
IKCD-1
KMCD-1
TKCD-1
SSCD-1
KMCD-2

MH181858)
MH181859)
MH181860)
MH181861)
MH181862)
MH181863)
MH181864)
MH181865)
BMCD-1 (MH181866)
YKCD-1 (MH181867)
491253 (AB527074)
GTO1 (MH040808)

MGBO00S5 (KC964103)
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BACO3 (KJ808713) W —-==——=—=———————- [615]
1264 (KP698960) ——————————————- [615]
CL21(JQ004737) TCAATAAGCGGAGGA [615]
PE70CD (KP267826) TCAATAAGC---—-— [615]
491253 (JF693809) TCAATAAGCGGAGGA [615]
ZC (KU500562) —=====————————— [615]
LEOL (MF99221) TCAATA---——-—-—-— [615]
PSU 177(Y17091)  —-=—=——————————— [615]
5132 (EU340833) W ———=——————————- [615]
MGW1401 (KY777358) -————=—=——=——=———— [615]
Cb (NR111427) TCAATAAGCCGGAGG [615]

Sekil. 4.8. Cladobotryum mycophilum izolatlarinin ITS1F ve ITS4 primerleri ile elde
edilen ITS bolgesi DNA baz dizilimlerinin alt alta dizilmis hali.

4.10. Cladobotryum spp.’nin ITS DNA dizilimlerinin filogenetik analizleri

Filogenetik analizlerde Antalya Korkuteli ilgesi mantarhanelerinden izole
edilen 10 Cladobotryum izolatiyla  beraber Genbank veritabanindan indirilen
A.bisporus 'tan izole edilen 3 ispanya, 2 Giiney Kore ve 1 Cin C. mycophilum izolatinin
ITS bolgesinin DNA dizilimlerinden yararlanilmistir. Yine analizlere Pleurotus eryngii’
den izole edilen 1 ispanya ve 1 Gliney Kore ile Agrocybe aegerita’ dan izole edilen 1
Cin C. mycophilum izolatida dahil edilmistir. Analizlerde Cladobotryum dendroides’in
A. bisporus’tan izole edilen Ingiltere ve Hindistan’dan birer izolati ile Lentinula edodes
den izole edilen Ispanyadan bir izolatida kullanilmistir. Russula sp.” den izole edilen 1
ABD C. verticillatum ile 1 Kiiba C. cubitense izolati da dis grup olarak analizlere dahil
edilmislerdir (Cizelge 4.6). C.mycophilum’un Genbank izolatlart ayn1 zamanda Blast
programi ile yapilan benzerlik karsilagtirmalarinda Korkuteli izolatlarina en yakin
izolatlar1 temsil etmektedir. Filogenetik analizler MEGA7 programimin Neighbour
Joining (Komsu Birlestirme) Metodunun Bootstrap test yontemi kullanilarak
yapilmistir. Filogenetik agaglar icin her bir bootstrap degeri icin 1000 tekerriir
yapilmistir. Model olarak Tajimi Nei kullanilmistir.  Agac¢ kol uzunlugu toplami
0.14009790’ye esit olan filogenetik soy agaci secilmistir (Sekil 4.9). Aymi grup i¢indeki
izolatlarin ve farkli gruplarin birbirlerine benzerlik yiizdeleri agacin dallarinda
gosterilmistir. Toplamda dis grup C. cubitence izolati da dahil 24 izolata ait DNA
dizilimleri analize tabi tutulmustur. En son veride toplam 480 pozisyon bulunmaktadir.
Sekil 4.9’ da goriildiigii gibi filogenetik analizler Korkuteli izolatlarinin diinyanin diger
bolgelerinde Agaricus bisporus basta olmak iizere diger mantar tiirlerinden de elde
edilen C.mycophilum izolatlar ile ¢ok benzer olup ayni grupta yer aldigini1 gostermistir.
Analizler yaygin 6riimcek ag1 etmeni C. dendroides’in C.mycophilum’ dan tamamiyla
farkli bir grup olusturdugunu ve bu sebeple Korkuteli mantar iiretim yerlerinden alinan
izolatlarin C. mycophilum tiiriine ait oldugunu gostermistir. Bu ¢alismada elde edilen 10
Cladobotryum mycophilum izolatinin ITS DNA dizilimleri Genbank veri tabanina
girilmis ve MH181858-MH 181867 kayit numaralari ile depolanmustir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Filogenetik analizlerde kullanilan Korkuteli'nden izole edilen ve

GenBank'tan alinan Cladobotryum tiirlerinin izolatlar

Izolat Konukgu GenBank No Ulke Tur/Alt tar
0OSCD-1 A.bisporus MH181858 Tirkiye C.mycophilum
IECD-1 A.bisporus MH181859 Turkiye C.mycophilum
ERCD-1 A.bisporus MH181860 Turkiye C.mycophilum
IKCD-1 A.bisporus MH181861 Tirkiye C.mycophilum
KMCD-1 A.bisporus MH181862 Turkiye C.mycophilum
TKCD-1 A.bisporus MH181863 Turkiye C.mycophilum
SSCD-1 A.bisporus MH181864 Tirkiye C.mycophilum
KMCD-2 A.bisporus MH181865 Turkiye C.mycophilum
BMCD-1 A.bisporus MH181866 Turkiye C.mycophilum
YKCD-1 A.bisporus MH181867 Turkiye C.mycophilum
491253 A.bisporus AB527074 Guney Kore C.mycophilum
GTO01 Agrocybe aegerita MH040808 Cin C.mycophilum
MGBO0005 A.bisporus KC964103 Ispanya C.mycophilum
BACO3 A.bisporus KJ808713 Glney Kore C.mycophilum
1264 A.bisporus KP698960 Ispanya C.mycophilum
CL21 A.bisporus JQO004737 Ispanya C.mycophilum
PE70CD Pleurotus eryngii KP267826 Ispanya C.mycophilum
491253 Pleurotus eryngii JF683909 Guney Kore C.mycophilum
ZC A.bisporus KU500562 Cin C.mycophilum
LEO1 Lentinula edodes MF992212 Ispanya C.dendroides
PSU177 A bisporus Y17091 Ingiltere C.dendroides
5132 A.bisporus EU340833 Hindistan C.dendroides
MGW1401 Russula spp. KY777358 ABD C.verticillatum
CBS 416.85 NR111427 Kiba C.cubitense
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BMCD-1 (MH181866)
L 1264 (KP698960)
SSCD-1 (MH181864)
KMCD-1 (MH181862)
ERCD-1 (MH181860)
OSCD-1 (MH181858)
IECD-1 (MH181859
IKCD-1 (MH181861)
TKCD-1 (MH181863)
KMCD-2 (MH181865)
YKCD-1 (MH181867)
491253 (AB527074)
GTO1 (MH040808)
MGBO0005 (KC964103)
100 BACO3 (KJ808713)
CL21 (JQ004737)
PE70CD (KP267826)
491253 (JF693809)
ZC (KU500562)

LEOL (MF99221)
99 PSU 177 (Y17091)
59 5132 (EU340833)

MGW 1401 (KY777358)

99

Cb (NR111427)
0.0100

Sekil 4.9. Cladobotryum mycophilum izolatlarinin ribosomal DNA internal
transcribed spacer (ITS) bolgesinin DNA dizilimlerinin filogenetik analizi.

4.11. Trichoderma spp.’nin rDNA ITS bélgesinin PCR’ la ¢cogaltilmasi

Antalya ili Korkuteli ilgesinde gezilen 30 mantarhaneden 14 tanesinde
Trichoderma spp. enfekteli 6rnek alinmis ve laboratuvarda izole edilmistir (Cizelge 4.
7). Ancak izolatlarin 11 tanesinin rDNA ITS bolgeleri ITS1-F ve ITS4 primerleri ile
PCR testlerinde ¢ogaltilmig ve iiriin vermistir (Sekil 4.10). Her izolat en az 3 defa PCR
cogaltmalarina tabii tutularak DNA dizimleri i¢in gerekli PCR {iriinii elde edilmistir.
PCR ¢ogaltmalarinda Trichoderma spp. izolatlarinin tamami ayni biiytikliikte yaklagik
700-750 bp’lik bir PCR iiriinii vermistir. Agaroz jel iizerinde olusan bandlarin
blyukligine bakildiginda farkli izolatlart birbirinden ayirmak miimkiin olmamistir
(Sekil 4.10). Tim PCR testlerinde negatif kontrol olarak kullanilan distile sudan
(ddH20) herhangi bir PCRiiriinii elde edilmemistir.
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Cizelge 4.7. Trichoderma spp. izolatlarinin toplandigi mantarhaneler ve tarihleri

Trichoderma Alinan 6rnek Mantarhanelerin Orneklerin
spp. sayisi Isimlere Gore toplandig tarih
Kodlar:
Kicukkoy 3 IE 23.05.2017
Yeni Mahalle 3 AT 25.04.2017
Sogiitciik 3 BM 25.04.2017
Yazir 3 TK 23.05.2017
Yazir 3 IB 25.04.2017
Kigukkoy 3 TE 25.04.2017
Kicukkoy 3 CM 25.04.2017
Kicukkoy 3 ER 25.04.2017
Yazir 3 SS 23.05.2017
Kicukkoy 3 KM 25.04.2017
Yazir 3 HD 23.05.2017
Yazir 3 YK 23.05.2017
Yazir 3 MO 23.05.2017
Yazir 3 RD 23.05.2017

! NC

TS ve g o9 e o= GEY BN v N guy

Sekil 4.10. Trichoderma spp. izolatlarinin rDNA ITS bolgesinin ITS1-F ve 1TS4
primer ¢ifti kullanilarak PCR’ da ¢ogaltilmasi. 1KB DNA ladder markir olarak
kullanilmigtir. 1: TETD-1, 2:1BTD-1, 3: TKTD-1, 4:CMTD-1, 5:BMTD-1, 6:ERTD-1,
7:SSTD-1, 8:KMTD-1, 9:YKTD-1, 10:IETD-1, 11:ATTD-1, 12: NC

4.12. Trichoderma spp.’nin ITS bélgesinin DNA dizilim analizleri

PCR’da cogaltilan 11 izolatinin ITS bolgesi PCR firtinlerinin DNA dizilimleri
yapilmustir. ki yénlii yapilan bu dizilimlerin alt alta siralanmasi (alignment) ile her bir
izolat i¢in tek bir dizilim elde edilmistir. Trichoderma spp. izolatlarindan 18S rDNA ve
28S rDNA boélgelerinin kismi dizilimleride dahil 680 ila 720 arasinda bir dizilim
almmistir. tDNA ITS bolge dizilimleri ise Sekil 4.11°de oldugu gibidir. izolatlarm
MEGA?7 Clustal W ile yapilan kendi aralarindaki dizilimler izolatlarin hemen hemen
%99-100 arasinda benzer oldugunu agiga ¢ikarmistir. Her bir izolatin dizilimleri NCBI
Blast benzerlik analizine tabii tutulmustur. Blast analizleri Korkuteli izolatlarinin
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Trichoderma aggressivum tirine ve bu tlr icindeki agressivum veya europaeaum alt tur
veya irklarma ait oldugunu ve bu fungusun Genbank veri tabaninda bulunan izolatlar
ile % 99-100 benzerilik gosterdigini agiga ¢ikarmistir.

TETD-1 (MH185818) CCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATC [ 60]
IBTD-1 (MHLIB58L0) ittt ittt ittt et ettt et ettt it et et e ettt [ 60]
TKTD-1 (MHL85820) ittt ittt ittt ittt ittt ittt ettt et ettt it [ 60]
CMTD-1 (MHL8582L) ittt ittt it it et ettt ittt ittt ittt ittt it i e e e [ 60]
BMTD-1 (MHLI85822) @ .ottt ittt it it iieiiienennn ot e e [ 60]
ERTD-1 (MHLB5823) ittt ittt ittt ittt ittt ettt et eeia et [ 60]
SSTD-1 (MHLB5824) ittt it it it it it it et et ettt et ettt ittt [ 60]
KMTD-1 (MHL85825) ittt ittt it ittt ittt it it ittt ittt it ettt en ettt [ 60]
YKTD=1 (MHLB5826) ittt ittt ittt ittt ittt ettt ie it e ia et [ 60]
TET D=1 (MHLB 5827 ) ittt ittt it ittt ittt ettt ittt it ettt eeeenennns [ 60]
ATTD-1 (MHLB5828) ittt ittt it ittt it it ittt et et ettt ittt i et i [ 60]
DAOM (AY 60575 6) it i e e e e e e e ettt e e e [ 60]
CBS450.95 (KPO0O3 7 0) ittt et it it it et et ittt ittt ittt i e e [ 60]
DAOM (AF44391 L) ittt it i it it et ittt et ettt ittt e [ 60]
DAOM (NR1I37200) it i i i it it it et et ettt et ittt e e [ 60]
CBS (NR145035) ittt ittt et e e [ 60]
CCEF3862 (FN549909) ittt ittt ittt it i et i e e e [ 60]
T.viride (AY380908) ...ttt i i CA. e e e G.. [ 60]
TETD-1 (MH185818) TCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGG-ACCAACCCAAAA [120]
IBTD-1 (MHIB58LO) ittt ittt ittt ittt it ettt ettt it ei e I, [120]
TKTD-1 (MHL85820) ittt ittt ittt ettt ittt e i e I, [120]
CMTD-1 (MHL85821) ittt ittt et ettt ettt e i i I, [120]
BMTD-1 (MH185822)  ........... [ I, [120]
ERTD-1 (MHL85823) ittt ittt ittt ittt it ittt i it i e I, [120]
SSTD-1 (MHL85824) ottt it it it it ettt ettt et I, [120]
KMTD-1 (MHL85825) ittt ittt it ittt it ittt e e i I, [120]
YKTD-1 (MHL85826) ittt ittt ittt ittt ittt ittt i it it et I, [120]
IETD-1 (MHIB5827) ittt ittt ittt ittt ittt ittt it it it it it eieiennnn I, [120]
ATTD-1 (MHLIB5828) ittt ittt i e it ittt it it et et e i eieie e I, [120]
DAOM (AY605756) ittt i i e e et e e I, [120]
CBS450.95(KP009379) vttt ittt ittt ettt et ettt i i et I SN [120]
DAOM (AF443911) ittt it ittt it ittt ittt i ittt I, [120]
DAOM (NR1I37299) it i i it i e et et e i ettt i I, [120]
CBS100526 (NR145035) .. .. ..ot ot e e e e I, [120]
CCF3862 (FN549909) ........... [ T e [120]
T.viride (AY380908) A.—. .ttt it ininnennn AC.iiiiiiiii. Govvnnn -—... [120]
TETD-1 (MH185818) CTCTTATTGTATACCCCCTCGCGG--GTTATTTTTACTATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTC [180]
IBTD-1 (MH185819) @ ...ttt I T U [180]
TKTD-1 (MH185820) @ ..ttt ininnennn R N [180]
CMTD-1 (MH185821) @ .ttt ittt R N [180]
BMTD-1 (MH185822) @ ...ttt P C. [180]
ERTD-1 (MH185823) @ ...ttt I I T U P [180]
SSTD-1 (MH185824) ...ttt it R N [180]
KMTD-1 (MH185825) @ ...ttt R N [180]
YKTD-1 (MHL185826) @ ...ttt I I T U P [180]
IETD-1 (MH185827) .ttt iiiiiiin I T U [180]
ATTD-1 (MH185828) ...ttt it i, R N [180]
DAOM (AY605756) ittt R N [180]
CBS450.95(KP009379) v v i i i i i i e I T U [180]
DAOM (AF443911) ittt I T U [180]
DAOM (NR137299) ittt i i R N [180]
CBS (NR145035) .ttt ittt i i PN C. [180]
CCEF3862 (FN549909) ...ttt P C. [180]
T.viride (AY380908) ..... TC. =GT.......... AC...oivvinm————= -= GA..-—-—-- [180]
TETD-1 (MH185818) TCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATC [240]
IBTD-1 (MHLB58LO) ittt ittt ittt it it et et ittt ittt it et et et ettt [240]
TKTD-1 (MHL85820) ittt ittt ittt ettt ittt ittt ettt ittt ittt ea et e [240]
CMTD-1 (MHL8582L) ittt ittt ettt ittt ittt et ettt ittt it ittt en et [240]
BMTD-1 (MH185822) T [240]
ERTD-1 (MHL85823) ittt ittt ittt ittt ittt ettt ittt ittt it ittt et e et [240]
SSTD-1 (MHLB58 24 ) ittt it it it it it it it it it et et ettt ittt s [240]
R R 11 R < ) PN [240]
YKTD=1 (MHL85826) ittt ittt ittt ettt it ittt ittt ettt ittt ittt et [240]
TETD-1 (MHIBO8 27 ) ittt ittt ittt it ettt ittt et ettt ittt it ittt ee e [240]
ATTD-1 (MHLB58 28 ) ittt ittt it it it it it et et et ettt ittt i e [240]
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Sekil 4.11’in devami

DAOM (AY 6057 56) et ittt e e e e e et e e e et ettt et e [240]
CBSA450 .95 (KPOO0O3 70 ) vttt ittt et ettt ettt ettt it ettt it ie ittt [240]
DAOM (AF443911) ittt ittt et e et e ittt ittt e e i e e e e e e [240]
DAOM (NRL 37290 ) i ittt it et et ettt ettt ettt e ettt ettt [240]
CBS (NR145035) Gttt e et e e e e e e e e et e et et e e e [240]
CCF3862 (FN549909) L [240]
T.viride (AY380908) ———= AR A . cCmm i ittt it ettt ettt ettt ittt ittt [240]
TETD-1 (MH185818) GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCG [300]
IBTD-1 (MHLBO5B L) ittt ittt ittt ettt ettt ettt et ee ettt eneeneenaeneeneeneens [300]
TKTD=-1 (MHL85820) vttt it ittt it ittt ettt ettt e en e e eeneeneeneeneeneeneenes [300]
(08 B R 1 0 [300]
BMTD-1 (MHL 85822 ) ittt it ettt ettt ettt et ettt et ettt ettt ittt [300]
ERTD-1 (MHL 85823 ) ittt ittt ittt et ettt ettt et ettt ettt ettt ettt naeeeeenneens [300]
SSTD-1 (MHLB5824) ittt ittt ittt ettt e it ettt ettt ettt ettt [300]
KMTD-1 (MHL85825) ittt ittt ittt ettt ettt ettt ettt ettt e e eneeneenes [300]
YKTD=1 (MHLB5826) ittt ittt ettt e et ettt ettt ettt ettt ettt ettt [300]
Dt 0 o [300]
ATTD=1 (MHLB 58 28) ittt ittt it et ettt ettt ettt ettt eeneeneeneeneeneenens [300]
DAOM (AY 6057 56) ittt i e e e e e e e ettt e e e e e e e e [300]
CBS450. 95 (KPO0 37 0) &ttt it ettt e e et e et e e et e et ettt ettt ettt ettt ettt [300]
DAOM (AF 443911 ) it ittt ittt e et et e et et e et e e ettt et [300]
DAOM (NRL37290) it ittt ittt ettt e ittt ettt ittt it eneeneenenneenens [300]
CBS100526 (NRLI4A503 ) vt vttt ittt ittt et ettt ettt ettt eeeneeneeneeneeneenes [300]
CCE3862 (FND49900) ittt ittt i et ettt e e ettt ettt e ettt et [300]
T .oviride (AY3800908) i vttt ittt ettt et ettt ettt ettt et e et e [300]
TETD-1 (MH185818) AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCA [360]
IBT D=1 (MHLB OB L) ittt et e ettt e ettt e e e et et et ettt ettt e et e [360]
TKTD=1 (MHLB5820 ) ittt it ettt e e et e et e e et e e et et ettt et ettt ettt eeeeeeeeeneens [360]
(08 D R 11 [360]
BMTD=1 (MHLB5822) ittt ittt ettt ettt ettt ettt ettt e s neeneeneenenns [360]
ERTD-1 (MHL 85823 ) ittt ittt ittt e e ettt e ettt et et et ettt ettt eeeeeeeenaeeeeeanees [360]
SSTD=1 (MHL BB 24 ) ittt ettt e e e e et e e e et et e e ettt e et et e et [360]
KMT D=1 (MHL 85825 ) ittt it ittt et et ettt ettt ettt ettt neeneeneeneeneenes [360]
YKTD=1 (MHL85826) ittt it ittt ittt ettt et et ettt et e eeneeneeneeneeneeneenes [360]
TETD=1 (MHLB OB 27 ) ittt ittt et et ettt et ettt ettt ie et eeeeeeneeneenennnens [360]
AT T D=1 (MHLB 5828 ) ittt ittt e et ettt et ettt e e ettt et e ettt ettt [360]
DAOM (AY 6057 56) ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ettt [360]
CBSA450 .95 (KPO0O3 70 ) vttt it ettt et et e et e et et ettt ettt ettt [360]
DAOM (AF44391 L) it ittt et e et et ettt e ettt e e e e e e [360]
DAOM (NRL 37290 ) it ittt e et et e e et e e et ettt et ettt ettt [360]
CBSL100526 (NRLAS0 38D ) &ttt it ettt e e et et e e e ettt et et ettt ettt ettt eeaeeeeeennens [360]
CCE3862 (FND40000) vttt ittt e ettt et ettt ettt ettt ettt et [360]
T .viride (AY380008) it ittt ittt et et et ettt e e e e e e [360]
TETD-1 (MH185818) TTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGA--TCGGCCCTCCCTCGCGGG [420]
IBTD-1 (MHLB85819) ittt ittt ittt et ettt ittt i e i T T [420]
TKTD-1 (MHLI85820) @ vt ittt ittt ettt ettt eieeneeneenenn i T T [420]
CMTD-1 (MHL85821) ittt ittt ettt e e et e et ettt et e eeeaeens e e e e e [420]
BMTD-1 (MHL85822) ittt ittt ittt et ettt e e ettt e et eeeeaeens e e e e e [420]
ERTD-1 (MHLI85823) ottt ittt ittt et ettt eineneeneenenn i T T [420]
SSTD-1 (MHIB5824) ittt ittt ittt et e ettt ettt eenennn I, [420]
KMTD-1 (MHL85825) ittt ittt it e e e e e e et et ettt e e e e e e [420]
YKTD-1 (MHL85826) vttt ittt ittt et ettt et ettt ee e eeeeeaeens e e e e e [420]
IETD-1 (MHLB5827) ittt ittt ettt ettt ettt it eeeeeneenes i T T [420]
ATTD-1 (MHIB5828) ittt ittt ittt ettt ettt ettt eeeeenenn e T T [420]
DAOM (AY605756) ittt ettt et e e e e e e et e e e e e e [420]
CBS450.95 (KP009379) v ittt e ettt e e e ettt e e et ettt et e e e e e [420]
DAOM (AF443911) it ittt it et e e et ettt e e e e e e e e e [420]
DAOM (NRLI37299) ittt ittt e e e et ettt ettt e e eieeeennn e T T [420]
CBS100526 (NR145035) v v v ittt ittt et e et e et ettt et e eeeenenn R [420]
CCE3862 (FN549900) vttt ittt it e ettt et ettt et e eeeaeens e e e e e [420]
T.viride ( AY3800908) c i it ittt it ettt et ettt ettt CT GAAC....AAGAC. [420]
TETD-1 (MH185818) GG---CCGTCTCCGAAATGCAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTG [480]
IBTD-1 (MH185819) N [480]
TKTD-1 (MH185820) e [480]
CMTD-1 (MH185821) e [480]
BMTD-1 (MH185822) e [480]
ERTD-1 (MH185823) T e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e et e e e e [480]
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Sekil 4.11’in devami

SSTD-1 (MH185824) e [480]
KMTD-1 (MH185825) e [480]
YKTD-1 (MH185826) e [480]
IETD-1 (MH185827) e [480]
ATTD-1 (MH185828) e [480]
DAOM (AY605756) T T T e e e e e e e e e e e e e e e e e [480]
CBS450. 95 (KPO0 370 ) v i mmm e i ittt e e et et et et ettt et ettt ettt et it [480]
DAOM (AF443911) e [480]
DAOM (NR137299) e [480]
CBS100526 (NRL4A503D v immm ittt it ittt ittt ettt ittt ettt ettt eeneenes [480]
CCF3862 (FN549909) o ommm s e sttt e tete e e et et et e e e et et et e e e e e e e eeeeens [480]
T.viride (AY380908) ..ATC...G.C....... A e e e Al [480]
TETD-1 (MH185818) CACA-CTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCAACTTCTGARAAT [539]
IBTD-1 (MH185819) T [539]
TKTD-1 (MHLB5820) it ittt it et e ettt e ettt ettt et ittt et it et G..... [539]
CMTD-1 (MH185821) e e T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et [539]
BMTD-1 (MH185822) T [539]
ERTD-1 (MH185823) T [539]
SSTD-1 (MH185824) e e T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ettt [539]
KMTD-1 (MH185825) A [539]
YKTD-1 (MH185826) T [539]
IETD-1 (MH185827) T [539]
ATTD-1 (MH185828) e e T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et [539]
DAOM (AY605756) e e T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e [539]
CBS450.95 (KPO0O379) s m sttt e tete e et e et et e e e et et e e e e e et e e e [539]
DAOM (AF443911) T [539]
DAOM (NR137299) e e T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et [539]
CBSI100526 (NRLAS0 3D ) it im ettt et et e et e e et e et et et ettt et ettt ettt e [539]
CCF3862 (FN549900)  eam ettt et e te et et e et et e e e et et et e e e e e e e [539]
T.viride (AY380908)  .ovoBurnrnererereeenananannanns BTttt eeeeeeaeaeaans [539]

Sekil 4.11. Trichoderma aggressivum f. aggressivum and f. europaeaum izolatlarinin
ITSIF ve ITS4 primerleri ile elde edilen ITS bolgesi DNA bazlariin alt alta dizilmis
hali.

4.13. Trichoderma spp.’nin ITS DNA dizilimlerinin filogenetik analizleri

Filogenetik analizlerde Antalya Korkuteli ilgesi mantarhanelerinden izole
edilen 11 Trichoderma izolatiyla beraber Genbank veritabanindan indirilen A.
bisporus’tan 1izole edilen ABD, Avusturya, Kanada ve Polonya’ dan birer T.
aggressivum f. agressivum (Th-4), Cekya ve Irlanda’dan birer T. aggressivum f.
europaeaum (Th-2) ve ABD’den 3 T. harzianum izolat1 kullanilmistir. Hollanda’dan bir
T.viride izolatida dis grup olarak analizlere dahil edilmistir (Cizelge 4.8). Trichoderma
spp.’nin  Genbank izolatlar1 ayni zamanda Blast programi ile yapilan benzerlik
karsilastirmalarinda Korkuteli  izolatlarina en yakin izolatlart temsil etmektedir.
Filogenetik analizler MEGA7 programinin Neighbour Joining (Komsu Birlestirme)
Metodunun Bootstrap test yontemi kullanilarak yapilmistir. Filogenetik agaglar i¢in her
bir bootstrap degeri i¢in 1000 tekerriir yapilmistir. Model olarak Tajimi Nei
kullanilmistir.  Agac kol uzunlugu toplami 0.07955858 ye esit olan filogenetik soy
agact secilmistir (Sekil 4.12). Aym grup i¢indeki izolatlarin ve farkli gruplarin
birbirlerine benzerlik yilizdeleri agacin dallarinda gosterilmistir. Toplamda dig grup T.
viride izolat1 da dahil 21 izolata ait DNA dizilimleri analize tabi tutulmustur. En son
veride toplam 507 pozisyon bulunmaktadir. Sekil 4.12°de goriildiigii gibi filogenetik
analizler 10 Korkuteli izolatlarmin diinyanin diger bolgelerinde Agaricus bisporus’tan
izole edilen T. aggressivum f. aggressivum (Th-4) izolatlar ile ¢ok benzer olup ayni
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grupta yer aldigin1 gostermistir. Korkuteli izolatt BMTD-1 in ise daha c¢ok
T.aggressivum f. europaeum (Th-2) izolatlar1 ile daha yakin oldugu ve ayni gruba
girdigi goriilmiistir. Bu caligmada elde edilen 11 Trichoderma aggressivum izolatinin
ITS DNA dizilimleri Genbank veri tabanina girilmis ve MH185818-MH185828 kayit
numaralar: ile depolanmustir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Filogenetik analizlerde kullanilan Korkuteli'nden izole edilen ve
GenBank'tan alinan Trichoderma tiir ve alt tiir izolatlar1

Izolat Konukgu GenBank No Ulke Tur/Alt tir
TETD-1 A.bisporus MH185818 Tirkiye T. aggressivum f.
aggressivum
IBTD-1 A.bisporus MH185819 Tirkiye T. aggressivum f,
aggressivum
TKTD-1 A.bisporus MH185820 Tirkiye T. aggressivum f.
aggressivum
CMTD-1 A.bisporus MH185821 Tirkiye T. aggressivum f.
aggressivum
BMTD-1 A.bisporus MH185822 Tirkiye T. aggressivum f.
europaeum
ERTD-1 A.bisporus MH185823 Tirkiye T. aggressivum f.
aggressivum
SSTD-1 A.bisporus MH185824 Tirkiye T. aggressivum f.
aggressivum
KMTD-1 A.bisporus MH185825 Tirkiye T. aggressivum f.
aggressivum
YKTD-1 A.bisporus MH185826 Tarkiye T. aggressivum f.
aggressivum
IETD-1 A.bisporus MH185827 Tarkiye T. aggressivum f.
aggressivum
ATTD-1 A.bisporus MH185828 Tarkiye T. aggressivum f.
aggressivum
DAOM 222177 A.bisporus AY605756 Avusturya T. aggressivum f.
aggressivum
CBS 450.95 A.bisporus KP009379 Polonya T. aggressivum f.
aggressivum
DAOM 222156 A.bisporus AF443911 ABD T. aggressivum f.
aggressivum
DAOM 222156 A.bisporus NR137299 Kanada T. aggressivum f.
aggressivum
T36-PA A.bisporus u78878 ABD Trichoderma
harzianum
T92-CA A.bisporus U78882 ABD Trichoderma
harzianum
T12 A.bisporus u78877 ABD Trichoderma
harzianum
CBS 100526 A.bisporus NR145035 irlanda T.aggressivum f.
europaeum
CCF 3862 A.bisporus FN549909 Cekya T.aggressivum f.
europaeum
CBS 101526 AY380908 Hollanda Trichoderma
viride
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— TKTD-1 (MH185820)

DAOM 222156 (NR137299)
DAOM 222156 (AF443911)
TETD-1 (MH185818)

IBTD-1 (MH185819)

CMTD-1 (MH185821)

63 | ERTD-1 (MH185823)

SSTD-1 (MH185824)

KMTD-1 (MH185825)

YKTD-1 (MH185826)

[ETD-1 (MH185827)

ATTD-1 (MH185828)

DAOM 222177 (AY605756)
CBS 450.95 (KP009379)
BMTD-1 (MH185822)
CBS 100526 NR145035
CCF 3862 FN549909
T.viride CBS 101526 AY380908

—
0.0050

Sekil. 4.12. Trichoderma spp. tiir ve alt tiirlerine ait izolatlarinin ribosomal DNA
internal transcribed spacer (ITS) bolgesinin DNA dizilimlerinin filogenetik analizi.
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5. TARTISMA

Ulkemizde kiiltiir mantar1 Agaricus bisporus’un tiiketimi insan saghigi ve
beslenmesindeki 6nemi ve bu konuda halkin bilinglenmeye baslamasiyla hizla artmaya
baglamistir. Bu durum {ilkenin degisik bolgelerinde mantar iiretim tesislerinin
cogalmasina ve iiretimin artmasina yol agmistir. Ulkemizde 2017 itibari ile 40.874 ton
civarinda olan kiiltiir mantar1 liretiminin yartya yakini Korkuteli ilgesinde iiretilmektedir
(Eren ve Peksen 2016). Korkuteli'nde mantar yetistiriciligi biliyilk oranda aile
isletmeciligi seklinde yapilan, tarim ve hayvancilifin yaninda ek bir ugrastir (Erkel
2000). ilcede bir yil icinde 5 kez mantar yetistirme imkani1 vardir (Kadioglu 2015).
Bununla birlikte genelde {iilkemiz yerelde Korkuteli bolgesinde kiiltiir mantari
tiretiminde son 10 yilda kayda deger bir artis olmamistir. Yetersiz altyapr ve hijenik
olmayan yetistirme kosullarina ilave olarak mantar isletmelerinde tiretim ve kalitenin
artirllamamasinin en 6nemli nedenlerinin basinda hastaliklar gelmektedir.

Bu calismada Korkuteli il¢esinde mantar isletmelerinde ¢cok yaygin goriilen ve
ekonomik zarara sebep olan 4 fungal hastalik ele alinmigtir. Bunlar kuru kabarcik
(Verticillium fungicola), yas kabarcik (Mycogone spp.), oriimcek agi Cladobotryum
spp.) ve yesil kif (Trichoderma spp.) hastaliklaridir (Eren ve Peksen 2016). Bu
hastaliklara sebep olan funguslar ¢ogunlukla hastalikli mantar ve kompost iizerinde
meydana getirdikleri belirtiler ve olusturduklar1 misel, spor tasiyict (konidiofor) ve
sporlarin (konidi) morfolojik yapilarina bakilarak taninmis ve yaygin bilinen tiirlere
gore teshis yapilmistir. Bununla birlikte bu hastaliklara sebep olan funguslarin tilkemiz
ve Korkuteli bolgesinde yaygin tiirlerinin neler oldugu alt tiir veya irklarmin olup
olmadigr konusunda hi¢ bir calisma yapilmamistir. Bu hastaliklarla miicadelede
kimyasal ve alternatif miicadele yontemi gelistirilmesi igin hastaliga sebep olan
funguslarin tiir, alt tiir ve wrklarinin dogru teshis edilmesi biiylik 6nem arz etmektedir.
Yine mantar misel tohumlarmin tamaminin yurtdisindan ithal edildigi bu {iretim
alanlarimizda bu etmenlerin yeni tiir, alt tiir ve wrklarinin giris ve takibi icin bu
etmenlerin gilivenilir teshislerinin yapilmasi gerekmektedir. Bu nedenlerle bu ¢alismada
Antalya Korkuteli bolgesinde bulunan mantar {iretim tesislerinde kuru kabarcik, yas
kabarcik, oriimcek ag1 ve yesil kiif hastalik stirveyleri yapilarak drnekler toplanmis ve
orneklerden elde edilen izolatlar ilk defa molekiiler metodlar kullanilarak tanimlanmis
ve karakterize edilmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda ziyaret edilen 30’dan fazla mantar tesisinin 19’unda
kuru kabarcik, 12’sinde yas kabarcik, 13’iinde 6riimcek agi ve 14’in de ise yesil kiif
hastaligi bulunmustur. Bu hastaliklarin bazen 1-2’si aymi iiretim yerinde tesbit
edilmistir. Bu veriler sézkonusu fungal hastaliklarin Korkuteli bolgesinde oldukca
yaygin oldugunu gostermistir.

Bu ¢alismada hastalikli mantar 6rneklerinden izole edilen 19 kuru kabarcik, 10
yas kabarcik, 10 oriimcek ag1 ve 11 yesil kiif etmeni fungus izolatinin rDNA ITS
bolgesi universal primer ¢ifti ITS1F/ITS4 kullanilarak PCR ¢alismalarinda ¢ogaltilmis,
elde edilen iiriinlerin ITS bolgelerinin DNA dizilimleri ¢ikarilmistir. Bu izolatlarin
dizilimleri kendi aralarinda ve NCBI blast ve filogentik analizler yapilarak diinyada
mantarlardan elde edilen izolatlarla kiyaslanarak Korkuteli mantar {iretim yerlerinde bu
hastaliklara sebep olan etmenler tiir, alt tiir ve wrk seviyesinde molekiiler olarak
tanimlanmis ve karakterizasyonlari yapilmistir.
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Verticillium fungicola’nin sebep oldugu kuru kabarcik diinyada ticari mantar
iiretim alanlarinda verim kayiplarina sebep olan en 6nemli fungal hastalik etmenidir.
Yaklasik %10-20 arasinda verim kayiplarina sebep olmaktadir (Russel 1984).
Taksonomik c¢aligsmalar kiiltiir mantarinda 1930’lardan beri kiiltiir mantarinda salginlara
sebep olan V. fungicola’yr morfolojik ve patojenik Ozelliklerine gére 3 alt tur veya
varyeteye (fungicola, aleophilum ve flavidum ) ayirmaktadir (Gams vd. 1982). Bu tez
caligmasina benzer bir ¢alismada Collopy vd (2001) ABD nin Pensilvanya eyaletindeki
mantarhanelerden toplanan 40 ve diger cografik bélgelerinden toplanan 28 V. fungicola
izolatinin rDNA ITS dizilimini incelemis ve 40 pensilvanya, 13 Kuzey Amerika
izolatinin V. fungicola var. aleophilum’a oldugunu oldugunu belirlemislerdir. Yine bu
arastirmacilar ITS dizilim analizleri sonugunda Avrupa izolatlarmin V. fungicola var.
fungicola oldugunu ve Kuzey Amerika izolatlarinin klonal oldugunu ve iglerinde
Avrupa izolatlarina benzer bir izolatin olmadigint goéstermistir Bu tez ¢aligmasinda
Korkuteli boélgesi mantar Uretim yerlerinden elde edilen 19 V. fungicola izolatinin
hepsinin V. fungicola’nin fungicola alt tiiriine ait oldugu ve diinyanin diger bolgelerinde
kiiltiir mantarindan elde edilen izolatlara benzer hem DNA dizilim hem de filogenetik
analizlerle gosterilmistir. Calismada ozellikle Kuzey Amerika’da kiiltiir mantarinda
yaygin olan aleophilum alt tiirline rastlanmamistir. ITS DNA analizleri izolatlarin
muhtemelen klonal olduguna isaret etmektedir. Bununla birlikte kurukabarcik etmeni V.
fungicola’min iilkemizdeki populasyon yapisinin mantar tiireten diger bolgelerden
toplanacak izolatlarinda incelenmesi ile daha net bir sekilde ortaya konulabilecegi
aciktir. Yine yapilan c¢alismalar V. fungicola var. fungicola izolatlar1 arasinda
saldirganlik bakimindan farklilik oldugu ve saldirgan tiirlerin mantarlarda daha fazla
sekil bozuklugu ve kabarciga sebep oldugunu gostermektedir (Largeteau ve Savoie
2008). Ulkemiz mantar iiretim alanlarindan toplanacak V. fungicola var. fungicola’nin
farkli populasyonlarinin incelenmesi bu konuda gelecekte yapilacak calismalardan biri
olabilir.

Mycogone perniciosa fungusunun sebep oldugu yas kabarcik hastaligi Korkuteli
de dahil diinyada kiiltir mantarmin yikici hastaliklarindan biridir ve siddetli
enfeksiyonlarda az veya hi¢ iiriin alinmamasima sebep olmaktadir. Diger bir tiir olan
Mycogone rosae’ninde kiiltir mantar1 Agaricus bisporus’da hastalik yaptigi
bilinmektedir (Fletcher ve Gaze 2008; Shaheen Kouser ve Shaiesta Shah 2013). Fungus
ortii topraginda geliserek sekli bozuk kiiltiir mantar1 olusumuna sebep olarak onemli
zararlara sebep olmaktadir. Yapilan g¢alismalar M. perniciosa nin izolatlar1 arasinda
morfolojik ve patolojik agidan farkliliklar oldugunu gostermektedir (Fletcher vd. 1995).
Bu tez caligmasinda Korkuteli bolgesinden elde edilen 10 izolatnda M. perniciosa
oldugunu gostermistir. ITS bolgesi analizleri bu izolatlar arasinda farklilik olmadigini
ve bunlarin diinyanin diger bolgelerindeki izolatlarla benzer oldugunu gostermistir.
Goriiniise gore klonal olan M. pernciosa izolatlarinin patojenlik testleri diger molekiiler
yontemler kullanilarak ayirtedilmesi bu ¢alismanin devami olacaktir.

Cladobotryum tiirlerinin sebep oldugu oriimecek agi, kuru ve yas kabarciktan
sonra sonra mantar iretim alanlarinda zarar yapan en Onemli fungal hastaliktir
(Poto¢nik 2006). Genellikle Cladobotryum dendroides cinsi igindeki 3 turin beyaz
sapkali mantarlarda (Agaricus bisporus)’ta oriimcek agi hastaligmma sebep oldugu
bilinmektedir. Bunlar: C. dendroides, C. mycophilum ve C. varium ‘dur. Bununla
birlikte kiiltiir mantarinda 6riimcek agi hastaligina sebep olan tiirtin C. dendroides
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oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte 1970’lerde Ingiltere ve Irlanda’da hastaligin
salgin yapmasit ve etmenlerin tmethylbenzimidazole carbamate (MBC) fungisitler
Benomyl and Carbendazim’e dayanikli olmasi lizerine yapilan ¢alismada 6riimcek agina
sebep olan tirin C. mycophilum oldugu elde edilen izolatlarin ITS dizilimlerinin analizi
ile ortaya ¢ikarilmistir ITS dizilim analizleri C. mycophilum izolatlar1 arasinda kiigiik
niikleotid farkliliklar1 oldugunu gostermis ve fungusun izolatlar1 3 gruba ayrilmstir. iki
grup MBC fungisitlere hassas bir grup ise dayanikli bulunmustur ve bunlarin kendi
aralarinda klonal oldugu belirtilmistir (McKay vd. 1995). Bu tez calismasinda da
bilinenin aksine Korkuteli bolgesinde driimcek agi hastaligina C.mycophilum 'un sebep
oldugu ilk defa belirlenmistir. ITS DNA ve filogentik analizler tabi tutulan izolatlarin
diinyanin diger bolgelerindeki C.mycophilum izolatlarina benzer ama C. dendroides
izolatlarindan farkli oldugunu gostermistir. Bu c¢alisma gelecekte Korkuteli bolgesi
izolatlart ve tlkenin diger bolgelerinden elde edilecek C.mycophilum izolatlart ile
yapilacak fungusun muhtemel grup ve wrklarinin tesbit ¢aligmalart i¢in bir Oncii
arastirma olmustur. Korkuteli bolgesinden elde edilen bu izolatlarin daha ayirici
morfolojik, patojenik ve molekiler yontemler kullanilarak karakterizasyonu
gerekmektedir.

Trichoderma turlerinin neden oldugu yesil kiif hastalig1 diinyada kiiltiir mantari
yetistiriciligi sektorlinliin en 6nemli problemlerinden birisidir (Morris vd. 1995). T.
harzianum ve T. viride de dahil 10’ dan fazla Trichoderma tiirii sapkali mantarda
kompost kokenli yesil kiif hastaligina sebep olmaktadir. Trichoderma harzianum’un
Th-2 ve Th-4 olmak tizere 2 farkli irki tanimlanmistir. Diger Trichoderma turlerinden
daha hizli bir gelisim gosteren Th-2 tiim Avrupa’da cidi epidemilere sebep olmustur.
Th-4 1rki ise ABD’nin Pensilvanya eyaleti mantar iiretim alanlarinda 1994-1999 yillar
arasinda %30-100 arasinda {iriin kaybina sebep olmustur (Anderson vd. 2001). Daha
sonra Th-2 wrki T. aggressivum f. europeaeum ve Th-4 irki ise T. aggressivum f.
agressivum olarak isimlendirilmistir (Fletcher ve Gaze 2008). Bizim g¢alismamizda
Korkuteli bolgesi mantar {iretim alanlarindan toplanan Orneklerden elde edilen 11
Trichoderma izolatida PCR ¢ogaltmalarinda aymi biiytikliikte ITS bolgesi PCR Urln(
vermigtir. ITS bolgesinin DNA dizilim, NCBI Blast ve filogenetik analizleri bu
izolatlardan 10 tanesinin T. aggressivum f. agressivum (Th-4) ve bir tanesinin ise T.
aggressivum f. europeaeum (Th-2) oldugunu gostermistir. Bu sonuglar Korkuteli ve
muhtemelen iilkemizin diger mantar {iretim alanlarinda her iki irkininda bulundugunu
gostermektedir.
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6. SONUC

Diinya’da kiiltiir mantarinda fungal hastalik etmenlerinin tir, alt ve irklarim
tespitine yonelik azda olsa bazi arastirmalar mevcutken Ulkemizde buglne kadar bu
duzeyde bir ¢alisma yapilmamis bu hastaliklara sebep olan tiirler genelde morfolojik
Ozellikler ve varsayimlara dayanarak belirlenmistir. Bu g¢alisma Antalya Korkuteli
ilcesi mantar iiretim alanlarinda yaygin olan 4 fungal hastalik {izerine yapilmistir ve
hastaliklara sebep olan funguslarin tiir ve irklari DNA’ya dayanan molekiler
yontemlerle kesin olarak belirlenerek bilimsel kayda ge¢irilmistir. Calisma sonucunda
Korkuteli bolgesinde kuru kabargik hastaligina Verticillium fungicola var. fungicola ve
yas kabarcik hastaligina ise Mycogone perniciosa’nin sebep oldugu belirlenmistir.
Boylelikle ulkemizde kuru kabarcik hastalik etmeni alt tiir seviyesinde tanimlanmustir.
Yine varsayim ve bilinenin aksine Korkuteli bolgesinde ilk defa 6riimcek ag1 hastaligina
Cladobotryum dendroides’in degilde Cladobotryum mycophilum’un yol agtigi kesin
olarak kanitlanmistir. Bolgede hem kompost hem mantar {ireticilerinin korkulu riiyasi
olan yesil kiif hastaligina ise Trichoderma aggressivum’un (T. harzianum) iki farkl irki
olan f. aggressivum (Th-4) ve f. europeaeum (Th-2)’un sebep oldugu belirlenmistir. Bu
yesil kiif etmeninin kiiltiir mantarinda 1rk seviyesinde belirlendigi ilk ¢alisma olmustur.
Ozelliklede Avrupa’da salgm yapmus 1rk f. europeaeum’un iilkemizde varhigmin tesbiti
bu hastalig1 6nlemede alinacak tedbirleri belirlemeye 151k tutacaktir.

Bu tez caligmasmimnin sonuglart gozoniinde bulundurularak Ulkemiz ve
Korkuteli bolgesinde daha sonra bu hastalik etmenlerinin ortaya ¢ikacak yeni ve daha
saldirgan tiir, alt tiir veya 1rklarin tesbiti ve takibi yapilabilecek ve boylelikle zamaninda
ve uygun miicadele yontem ve stratejileri gelistirilebilecektir. Yine bu ¢alisma ile tanim
ve karakterizasyonu yapilan fungus tiir ve wrklar1 hakkindaki veriler gelecekte bu
hastaliklara dayanikli kiiltiir mantar cesitlerinin gelistirilmesi konusunda yapilacak
arastirmalara kaynak olusturacaktir.

Kiiltiir mantarindaki dnemli bu fungal hastaliklara sebep olan etmenlerin dogru
tanimlanmasi ile bunlar igin ruhsatl ilaglarin gelistirilmesi veya 6nerilmesi daha kolay
olacaktir. Uygun ilaglar ile ruhsatsiz ilaglarin kullanilmasimin 6niine gegilebilecek ve
kalint1 risk yonetimi daha etkin bir sekilde uygulanabilecektir. Yine bu etmenlere karsi
biyolojik mucadele de dahi alternatif yontem ve preparatlarinin gelistirimesine bu
calismanin 6nemli katkis1 olacaktir.

Sonug olarak mantar yetistiriciliginde {iretim yerlerinin alt yapr sorunlarinin
diizeltilmesi ve uygun hijyen kosullarinin saglanmasinin yamisira 6zelliklede bu
calismada ele alinan fungal hastaliklara sebep olan etmenlerin zamaninda ve dogru
teshis ve tanim1  mantar Uretiminde verim ve kalite kayiplarinin azalmasina neden
olacaktir.
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