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The classical identification of Botryosphaeriaceae fungi, causing dieback and
local dead arms in many plant species, is very difficult and time-consuming.
Some of the molecular tools, such as PCR using species-specific primed,
RFLP (Restricted Fragment Length Polymorphism) or gene sequencing are
necessary for the fast identification of species. This study aims to contribute
for the fast identification of some fungal species belonging Botryosphaeriaceae
family reported up to now in Turkey vineyards. DNA was extracted from the 25
isolates obtained from the Aegean and Mediterranean Regions, and 4 different
species (Botryosphaeria dothidea, Diplodia seriata, Lasiodiplodia theobromae,
and Neofusicoccum parvum) and B-tubulin (TUB2) and ITS region (specific for
Botryosphaeriaceae genus) on genomic DNA was amplified by polymerase chain
reactions. This region was digested by five different restriction endonuclease
enzymes (Alul, BsaHI, Mbol, Rsal, Taql) and band profiles were analyzed on an
agarose gel (2%). According to the results of the analysis, the region, amplified
with genus-specific primers, was not suitable for RFLP analysis. On the other
hand, to discriminate these species, it was revealed that the B-tubulin gene region
should be digested at least two different restriction enzymes. The enzyme BsaHI
generated two different band sizes for B. dothidea and D. seriata (250 and 700
bp for the first; 400 and 600 bp for the second one) digesting B-tubulin gene of
these species but this enzyme could not generate any discriminative bands for L.
theobromae and N. parvum. However the enzyme Tagql could not discriminate B.
dothidea and D. seriata but digest 3-tubulin gene of L. theobromae and N. parvum
at two points and it generated three different bands (for L. theobromae: 200-400-
800 bp and for N. parvum: 200-400-650 bp).

GIRIS

Botryosphaeriaceae  familyasi

igerisinde  bulunan

6liim, kangren, meyve ¢iiriikliugii ve yaprak lekelerine yol

bazi fungus tirleri, asmalarda kol kurumalarina ve
ilerleyen stiregte omcalarin dliimiine neden olan 6nemli
patojenlerdir. Bu tiirler, ¢esitli meyve agaglari, orman ve

siis bitkilerini igine alan ¢ok yillik odunsu bitkilerde geriye

15

acarlar (Farr and Rossman 2011). Bulunduklari ekolojinin
durumuna gore bitki igerisinde endofitik, patojenik veya
saprofitik halde bulunabilen Botryosphaeriaceae tiirleri,

¢ogu zaman latent patojenler olarak nitelendirilmekte
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olup, bu ozellikleriyle potansiyel bir tehlike olarak
goriilmektedir (Slippers and Wingfield 2007). Diinyadaki
bag alanlarinda, Botryosphaeria, Diplodia, Dothiorella,
Lasiodiplodia, Neofusicoccum, Neoscytalidium,
Spencermartinsia ve Sphaeropsis cinslerine dahil olan
23 farkli tiiriin, soz konusu hastaliga neden olduklar
rapor edilmistir (Urbez-Torres et al. 2015). Bu tiirlerden
bazilarinin anamorf-telemorf iligkileri belirlenmis olup
bircok tiirde ise halen belirsiz durumdadir. Bundan baska,
tirlerin klasik taksonomisinde telemorfik 6zelliklerin az
sayida olmasi nedeniyle anamorfik karakterler tizerinden
gruplandirmalar agirliktadir (Liu et al. 2012). Klasik
taksonomide simdiye kadar anamorfik karakterler ile
yapilan tiir tanimlamalarinda, baz: tiirlerin, daha 6nceden
teshis edilen kimi tiirlerle sinonim olduklari anlasilmis
ve bu tiirlerin taksonomik pozisyonlarinda degisiklikler
meydana gelmistir. Anamorfik karakterlerin esas alindig:
tiir tanimlamalarinda ayni cinse ait tiirlerde, morfolojik
ozelliklerin neredeyse birbiriyle ayni olmalari nedeniyle
morfolojik karakterlerin sinir1 tam olarak ¢izilememigtir
(Pavlic et al. 2009). Bu nedenle klasik tanida zaman zaman
hatalar meydana gelebilmektedir. Fungus tiirlerinin
teshisinde morfolojik, mikroskobik ve fruktifikasyon
klasik

miimkiin degildir. Ancak belirtilen nedenlerle olusabilecek

yapilarinin  incelendigi tanidan vazgegilmesi

teshis hatalarin1 azaltmak i¢in molekiiler biyoloji
yontemlerinden de yararlanilmaktadir. Son 25 yilda
DNA’daki gen bolgelerini esas alan tani tekniklerinin
gelistirilmesiyle tiir komplekslerinin altinda yer alan
kriptik tiirlerin, diger tiirlerle olan akrabaliklar1 daha net
bir bigimde agiga kavusturulmustur (Crous et al. 2006,
Taylor et al. 2005). Botryosphaeriaceae familyasinda ilk
zamanlar ribozomal DNA (rDNA) iizerindeki ITS (Internal
Transcribed Spacer) gen bolgelerinin sekanslanmasi ile
yapilan filogenetik analizlerle tiirlerin ayrimi yapilmaya
baslanmis olup, daha sonra ise genomik DNA’daki farkli
gen bolgelerinden elde edilen sekanslarla kombine edilerek
akrabalikiligkileridaha dogrubir sekilde ortaya konmustur
(Inderbitzin et al. 2010). Tirlerin ayriminda yaygin
olarak kullanilan bir diger yontem ise RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) analizidir. Bu yontemde
DNA iizerindeki bazi gen bolgeleri PCR ile ¢ogaltilmakta
ve ardindan restriksiyon enzimleriyle kesilmektedir.
Tirler arasindaki niikleotid farkliliklarindan dolay:
farkli farkli buyiiklikteki DNA

bolgelerini kesmekte, dolayisiyla tiirlere ve kullanilan

enzimler, tiirlerde
enzime gore degismekle birlikte farkli biyiikliiklerde
DNA pargaciklar: elde edilmektedir. Bu pargaciklar
agaroz ya da poliakrilamid jelde farkli biyiikliiklerde
goriintilenmekte ve olusan bant profiline gore tiirlerin

ayrimi yapilmaktadir. Chen et al. (2011), okaliptiisten
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izole ettikleri Botryosphaeriaceae familyasindan bes farkl
tiirin, PCR-RFLP yontemiyle ayrimini yapmuiglardir.
ITS gen bolgesi Cfol enzimiyle kesilmis ve Lasiodiplodia
pseudotheobromae | L. theobromae (1), Neofusicoccum
parvum | N. ribis (2) ve Botryosphaeria dothidea (3)
olmak fizere 3 ayr tiir kompleksini yansitan bantlar
elde edilmistir. Ancak Neofusicoccum parvum | N. ribis
kompleksini birbirinden ayirt etmek i¢in ise ayr1 bir gen
bolgesinin (BotF15) amplifikasyonuna ve Cfol enzimiyle
kesimine ihtiya¢ duyulmustur. Pavlic et al. (2007), Gliney
Afrika’dayaygin bir agag tiirti olan Syzygium cordatum’dan
(Myrtaceae) rapor ettikleri Botryosphaeriaceae tiirlerinin
(N. parvum, N. ribis, N. luteum, N. australe, N. mangiferae,
B. dothidea, Lasiodiplodia gonubiensis ve L. theobromae)
ayrimint hem ITS gen boélgesini sekanslayarak hem
de PCR-RFLP yontemleriyle yapmuglardir. Ancak ITS
gen bolgelerinden elde edilen niikleotid dizilimleri gen
bankasindakilerle karsilastirildiginda, bazi tiirlerin net
ayrimi miimkiin olmadigindan, cinse 6zellesmis primer
¢ifti (BOT15-BOT16) ile ¢ogaltilan bu bolgeyi Cfol
enzimiyle kesmislerdir. Caligmada kullanilan 148 izolattan
8 ayr1 grup olusmustur (5 Neofusicoccum, 1 Fusicoccum
ve 2 Lasiodiplodia anamorflar1). PCR-RFLP yontemi N.
parvum ve N. ribis kompleksini basariyla ayirt ederken,
N. luteum ve N. australe turlerini ayirt edememistir.
Venezuela’da yapilan bagka bir ¢aligmada, akasya ve ¢am
agaclarinda kurumalara neden olan L. theobromae, L.
pseudotheobromae, L. venezuelensisve Diplodia guayanensis
tiirleri gen sekanslama ve RFLP teknikleriyle ayirt
edilebilmistir. Elongation Factor EF1-a gen bolgesi EF1-
688F ve EF1-1251R primerleriyle gogaltilarak Cfol enzimiyle
kesilmis ve bant bitytikliikleri incelenmistir. Bu enzim dort
farkli tiirde farkli bant profilleri (D. guayanensis: 50-150-
300 bp, L. pseudotheobromae: 50-50-500 bp, L. theobromae:
50-100-250-300-380 bp, L. venezuelensis: 50-100-220 bp)
meydana getirmis ve tiirlerin ayrimi miimkiin olmustur
(Urbez-Torres et al. 2016). Alves et al. (2005) universal
primer ciftleri kullanarak ITS boélgesindeki gen kodlayan
ve kodlamayan bolgeleri hedef alarak bu bélgelerin PCR ile
amplifikasyonunu yapmislar (ITS1-NL4 primer ciftiyle) ve
bu bolgeleri 8 farkli enzim ile keserek DNA profilleri elde
etmiglerdir. Bu sayede bazi Botryosphaeriaceae tiirlerinin

markorini gelistirmislerdir.

Botryosphaeriaceae tiirlerinin tanisiigin daha 6nce yapilan
RFLP ¢aligmalarinin daha ¢ok ITS bdlgelerinin ve bir
calismada da elongation factor (EF) geninin kesimiyle ilgili
oldugu goriilmektedir. Bu genlerin amplifikasyonuyla elde
edilen niikleotid buytikligi yaklagik 600-1200 baz giftidir.
RFLP enzimleriyle yapilan kesimlerde ¢ogaltilan bolgenin
niikleotid sayis1 uzun oldugunda, enzimlerin kesim sansi

daha yiiksek ve jel iizerinde gozlenen bant biiytiklikleri
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Cizelge 1. PCR-RFLP ¢alismalarinda kullanilan Botryosphaeriaceae izolatlar:

NCBI GenBank Numarasi
Tiirler Izolat Izole Edildigi veya BLAST Benzerlik Orani (%)
No Yer ITS B-tubulin EF1-a
CUZF25T Tarsus, Mersin 929 - -
MBAE25 Horozkéy, Manisa KF182329 KP721688 KP721650
Botryosphaeria dothidea MBAE48-1 Muradiye, Manisa KJ596525 KP721689 KP721651
CUZF48-3 Tarsus, Mersin 99 - -
MBAE126-1 Turgutlu, Manisa KJ921848 KP721691 KP721653
MBAE126-2 Cobanisa, Manisa KJ596531 KP721692 KP721654
CUZE21T Tarsus, Mersin 99 - -
CUZF27T Tarsus, Mersin 99 - -
MBAE30 Ahmetli, Manisa KJ921851 KP721693 KP721655
Diplodia seriata MBAE104 Turgutlu, Manisa KJ921847 - -
MBAE127 Turgutlu, Manisa KJ921849 - -
MBAE130 Ahmetli, Manisa KJ921851 KP721693 KP721655
MBAE163 Salihli, Manisa KJ921853 - -
MBAE28 Horozkéy, Manisa KF182331 KP721698 KP721660
MBAE39 Saruhanli, Manisa KJ596523 KP721699 KP721661
MBAE128 Turgutlu, Manisa KJ921850 KP721700 KP721662
Lasiodiplodia theobromae MBAE184 Alagehir, Manisa KJ596529 KP721701 KP721663
CUZE31T Tarsus, Mersin 99 - -
AkhsL1 Akhisar, Manisa 99 - -
AkhsL4 Akhisar, Manisa 99 - -
MBAES51 Salihli, Manisa KJ921840 KP721702 KP72166
MBAE53 Saruhanli, Manisa KJ921842 KP721703 KP721665
Neofusicoccum parvum MBAE54 Muradiye, Manisa KJ921843 KP721704 KP721666
MBAES84 Saruhanli, Manisa KP083233 KP721705 KP721667
CUZF69T Tarsus, Mersin 99 - -
daha net olmaktadir. Bu nedenle uzun niikleotid agisindan kiyaslamaktir.
dizilimlerinin gogaltilacagi gen bélgeleri tercih edilmelidir.
MATERYAL VE METOT

Fungal hiicrelerdeki p-tubulin genleri, bazi universal
primerlerle ¢ogaltilan ve tani ¢aligmalarinda kullanilan
bir diger gen grubudur (Glass and Donaldson 1995). Bu
genler Ozellikle Botryosphaeriaceae tiirlerinin tanisinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Konuyla ilgili olarak
yapilan diger ¢alismalar goz 6ntine alindiginda, B-tubulin
gen bolgelerinin restriksiyon enzimleriyle kesilerek RFLP
analizinin yapildig1 bir ¢aligmaya rastlanilmamigtir.
Ulkemizdeki bag alanlarinda son zamanlarda artis
gosteren Botryosphaeriaceae kangrenine neden olan
tiirlerden simdiye kadar dort tanesi (Botryosphaeria
dothidea, Diplodia seriata, Lasiodiplodia theobromae ve
Neofusicoccum parvum) rapor edilmis (Akgul et al. 2014) ve
bu tiirlere ayni zamanda Tiirkiyenin diger bolgelerindeki
bag alanlarinda da rastlanmistir. Konuyla ilgili olarak
yapilan diger ¢aligmalar goz 6niine alindiginda, B-tubulin
gen bolgelerinin restriksiyon enzimleriyle kesilerek RFLP

analizinin yapildig1 bir ¢alisma heniiz bulunamamistir.

Bu c¢aligjmanin  amaci,  Botryosphaeriaceae  tani
caligmalarinda daha o6nce yapilan RFLP ¢alismalarina
(farklt bir gen bolgesi kullanarak) alternatif sunmak,
yurdumuzdaki yaygin tiirlerin hizli tanisina katk:
saglamak ve iilkemiz kosullarinda bu tiirlerin RFLP ve

gen sekanslama yontemiyle tanisini, zaman ve maliyet
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Fungal materyal

Calismada, Ege ve Akdeniz Bolgeleri bag alanlarindan izole
edilmis dort farkl: tiirden toplam 25 izolat kullanilmigtir.
Bu izolatlarin tanist daha 6nceden PCR ve farkli gen
bolgelerinin sekanslanmasi sonucu elde edilen niikleotid

dizilerinin analizleri ve klasik yontemlere gore yapilmistir
PCR ¢aligmalar

RFLP analizlerine temel olusturmak tizere genomik DNA
tizerindeki B-tubulin gen bolgesi ve ITS bolgesinden elde
edilmis, Botryosphaeriaceae cinslerine 06zgii bolgeler,
polimeraz zincir reaksiyonlar: ile ¢ogaltilmigtir. PCR
¢alismalarinda bir¢ok fungal tiirde B-tubulin gen bolgesini
gogaltan universal primer ¢ifti (T1: 5SAAC ATG CGT GAG
ATT GTA AGT 3, Bt2b: 5> ACC CTC AGT GTA GTG ACC
CTT GGC 3’) (Mahmodi et al. 2014) ile Botryosphaeriaceae
cinslerine 6zgii primer ¢ifti (BOT100F: 5> AAA CTC CAG
TCA GTR AAC 3, BOT472R: TCC GAG GTC AMC CTT
GAG 3°) kullanilmigstir (Ridgway et al. 2011). Bunun igin
toplam 25 ul hacimde PCR karigimi [Genomik DNA:
1 pl, buffer (Thermo EP0702, 10X green buffer): 2.5 pl,
dNTPs: 1 pl, primer T1 (forward, 10 pmol): 0.5 pl, primer
Bt-2b (reverse, 10 pmol): 0.5 pl, Taq polymerase enzimi
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(Thermo EP0702, 5 U/ul): 0.125 pl, nuclease enzimlerinden
ari su: 19.375 pl] hazirlanmigtir. Karisimin bulundugu
ttipler thermocycler cihazina koyularak, dongti programi
diizenlenmis (ilk dongii: 95 °C’de 3 dk, sonraki 35 dongii:
95 °C’de 45 sn, 56 °C’de (T1+Bt2b i¢in) ve 52 °C’de
(BOT100F+BOT472R i¢in) 55 sn ve 72 °C’de 55 sn, son
dongii: 72 °C’de 10 dk) ve bu programa gore DNA’lar
¢ogaltilmislardir. Elde edilen PCR iiriinleri, hizmet alim1
yolu ile diziletilerek ilgili bolgelere ait niikleotid sekans
bilgileri elde edilmistir. Dizianaliziile elde edilen niikleotid
dizileri, web tabanli bir yazilim olan Web Cutter (http:/
rna.lundberg.gu.se/cutter2/) kullanilarak, hedef bélgede
kesim yapabilen en az 5 farkli restriksiyon endoniikleaz
enzimleri (Alul, BsaHI, Tagql, Rsal ve Mbol) belirlenmis ve

bu enzimler ilgili firmalardan siparis edilmistir.
RFLP testleri

Calismanin bu bolimiinde Cizelge 2’de bazi bilgileri
verilen, iki ayri sirketin (Thermo Scientific ve New
England Biolabs) restriksiyon enzimleri kullanilmistir.
PCR DNA’larin
yogunluklar: nanodrop cihazi (Maestro Nano, ABD) ile

reaksiyonlar1  sonucu  tiiplerdeki
olctildiikten sonra, niikleaz enzimlerinden ari su ile 100
ng/ul’ye ayarlanmistir. Botryosphaeriaceae familyasina ait
dort farkls tiiriin, T1-Bt2b ve BOT100F-BOT472R primer
giftiyle ogaltilmis ve yogunluklar: 100 ng/ul’ye ayarlanmais
PCR triinlerinden, her bir tiipe 10 ul koyulmustur. Sonra
Alul, Rsal ve Tagl enzimleri i¢in, bu tiiplerin her birine 17
ul su, 2 ul buffer ve 1 pl enzim koyularak karistirilmistir.
Mbol ve BsaHI enzimleri igin ise, enzim setiyle birlikte
bulunan 10X konsantrasyondaki NE Buffer énce 1X’e
seyreltilmistir. Daha sonra bir tiipe kesimi yapilacak PCR
driiniinden 10 yl, 34 pl niikleaz enzimlerinden ari su, 5 ul
buffer (1X) ve 1 pl enzim koyularak karistirilmistir. Bu
karigimlar PCR thermocycler’a yerlestirilip, PCR iirtinleri
Cizelge 2’deki kesim protokollerine gore enzimatik olarak
kesilmislerdir. Kesimi ve inaktivasyonu tamamlanan PCR
drinleri bir sonraki asama baglayincaya kadar firmanin

onerileri dogrultusunda -20 °C’de tutulmuslardur.

Daha sonra agaroz jel elektroforez agamasina gegilmistir.
Bu islemde 1X konsantrasyondaki TAE (Tris-Asetat-
EDTA) buffer igerisine, %2 oraninda agaroz (Ultrapure,
Invitrogen) eklenerek mikrodalga firinda eritilmis ve
65 °C’ye sogutulduktan sonra, iginde taraklar bulunan
kasetlere dokiilmistiir. Jelin katilagsmasini miiteakiben
kaset ve jel, ierisinde 1X TAE buffer bulunan elektroforez
tankina yerlestirilmistir. Parafilm sgeritlerine her bir
izolatin PCR iiriinii igin 2 pl SYBR Green I (Lonza) boyas:
damlatilmigve 7.5 pl PCR tirtinii bu boya ile karistirildiktan
sonra jele yiiklenmislerdir. Ardindan DNA’lar 55 V DC
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Cizelge 2. Caligmada kullanilan kesim enzimleri ve

protokolleri
Ex‘zillm Kod No Kesim Protokolii Uretici Firma
Alul  FDO0014 37 °C- 10 dk (kesim) Thermo Scientific
65 °C-5 dk (inaktivasyon)  Fast Digest
BsaHI R0556S 37 °C-10 dk (kesim) New England Biolabs Inc.
80 °C-20 dk (inaktivasyon) ~CutSmart
Mbol  R0147S 37 °C-10 dk (kesim) New England Biolabs Inc.
65 °C-20 dk (inaktivasyon) ~CutSmart
Rsal  ER1121 37°C-15 dk (kesim) Thermo Scientific
65 °C-5 dk (inaktivasyon)  Fast Digest
Taql FD0674 37°C-10 dk (kesim) Thermo Scientific

65 °C-5 dk (inaktivasyon)  Fast Digest

(Direct Current) gerilim ve 250 mA akim siddeti {ireten
giic kaynagi (Atto AE-8750, Cin) yardimiyla 150 dk
yuritilmis ve bant profilleri 310 nm dalga boyundaki UV

(ultraviyole) 151k altinda fotograflanmistir.

RFLP testleri ve DNA gen sekanslama hizmetinin
maliyetiyle ilgili veriler, tilkemizde bu hizmetleri veren

veya bu testlere gerekli enzim ve kimyasallar1 saglayan 5

farkl: sirketin fiyat ortalamalariyla elde edilmistir.

SONUCLAR

Denemeye alinan izolatlardaki
BOTI100F-BOT472R primer ciftiyle ¢ogaltilmas: sonucu,
agaroz jelde yaklasik 550 bp bityiikligiinde bantlar elde
edilirken, B-tubulin gen bélgesinin (TUB 2) T1-Bt2b
primer giftiyle ¢ogaltimiyla ise yaklasik 1400 baz gifti
biyiikligiinde DNA bantlar1 gorilmistiir. BOT100F-
BOT472R kodlu primer gifti sadece Botryosphaeriaceae

genomik DNA’larin

cinslerinin genomik DNA’larin1 ¢ogaltirken, TI-Bt2b
kodlu primer gifti ise universaldir ve ¢ogu fungusun
genomik DNA’sin1 gogaltabilir. Bu nedenle ilk olarak
cinse o6zgii primer ciftiyle elde edilen PCR iriinlerinin
enzimatik kesimleri tizerine yogunlasilmistir. Cinse 6zgti
primerlerden ¢ogaltilmis trtinlerin bes farkli enzimle
kesimiyle, tiirlere gore farkli bant profilleri olugsa da bir tek
enzimle dort farkl: tiriin ayrimi bagarilamamaigtir. Mbol ve
Rsal enzimleri PCR iiriiniinde segici bir kesim yapamamis
ve 450 bp bityiikligiinde tek tip DNA bantlar: gorailmiistiir.
Alul enzimi dort farkl: tiirde de segici olmayan 215 ve 320
bp’lik bant ciftleri olusturmuglardir. Taql enzimiyle yapilan
kesimlerle, 95 ve 240 bp biiytkligiinde segici olmayan bant
giftleri goriilmiistiir. Ancak BsaHI enzimi, B. dothidea igin
450 bp, D. seriata i¢in 300 bp, L. theobromae ve N. parvum
turleri i¢in ise 350 bp’lik bant olusturmustur (Cizelge
3). Tek basina bu enzim, dort farkli tiriin birbirinden
ayrimi i¢in yeterli olamamuis, son iki tiir i¢in segici bantlar

verememistir.
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Cizelge 3. Farkli primerlerle ¢ogaltilmis PCR tiriinlerinin,
restriksiyon enzimleri kullanarak kesilmesiyle gozlenen
DNA baz cifti buytikliikleri (bp)

Botryosphaeriaceae BOT100F-BOT472R
Tiirleri Alul  BsaHI Mbol  Rsal Taql
215 450 450 450 95
B . .
otryosphaeria dothidea 120 240
215 300 450 450 95
Divlodia seri
iplodia seriata 320 240
215 350 450 450 95
Lasiodiplodia theobromae
320 240
. 215 350 450 450 95
Neofusicoccum parvum
320 240
T1+Bt2b
Alul  BsaHI Mbol  Rsal Taql
Y* 220 Y Y 220
Botryosphaeria dothidea
800 500
. . . Y 400 Y Y 220
Diplodia seriata 600 500
Y 300 Y Y 200
Lasiodiplodia theobromae 650 450
800
Y 300 Y Y 200
Neofusicoccum parvum 650 400
650

*Y: Yapilamadi

ITS bolgesinden tasarlanan cinse ozgii primer cifti ile
(BOT100F-BOT472R)
¢aligmanin bundan sonraki boliimi universal karakterde

nihai sonu¢ alinamadigindan,
T1-Bt2b primer giftinden ¢ogaltilan PCR iiriinleri ile devam
etmistir. BsaHI enzimi ile kesilen B. dothidea’nin PCR
triind, agaroz jel iizerinde 220 ve 800 bp’lik, D. seriatanin
ki ise 400 ve 600 bp’lik iki bant halinde goriintillenmigler
ve bu tiirler bir tek enzimle ayirt edilebilmislerdir (Cizelge
3). Ancak BsaHI, L. theobromae ve N. parvum’u birbirinden
ayirt edememis, bu tiirlere ait PCR iriiniiniin kesimiyle
300 ve 650 bp’lik bantlar goriilmiistiir. Buna karsin Tagl
enzimi de B. dothidea ve D. seriata’y1 birbirinden ayirt
edememis ve agaroz jel tizerinde 220 ve 500 bp’lik bantlar
meydana getirmistir. Fakat bu enzim ile yapilan kesimlerle
L. theobromae igin 200, 450 ve 800 bp’lik ii¢, N. parvum
i¢in ise 200, 400, 650 bp biytkligiinde {i¢ adet segici bant
olusmugtur (Sekil 1).

RFLP testinin aragtiricilara ya da ¢esitli kuruluslara
olan maliyeti ele alindiginda, bu testin gen sekanslama
maliyetine gore olduk¢a ucuz oldugu anlagilmistir. Bunun
yani sira RFLP testi 1 giinde sonuglanabilirken, gen
sekanslama sonucunun alinmasi ortalama 5-7 giin olarak

belirlenmistir.

TARTISMA VE KANI

Botryosphaeriaceae familyas: tiirlerinin yalnizca geleneksel
tan1 yontemleri (koloni morfolojisi, bitytime hizi, spor sekli
ve biytiklikleri, konidiofor yapilari vs.) ile tanilanmasi

¢ogu zaman yanlis sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden
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Sekil 1. Agaroz Jel (%2) iizerinde Botryosphaeriaceae PCR

driinlerinin BsaHI (a) ve Tagl (b) enzimleriyle kesimi
sonucu olugan DNA bant profilleri. a) M: Marker (Thermo
Scientific, 100 bp), T21, T27, 30, 104, 127, 130, 163: Diplodia
seriata, T25, 48-1, 48-3, 126-1, 25, 126-2: Botryosphaeria
dothidea, b) M: Marker (Thermo Scientific, 100 bp), 28, 39,
128, 184, T31, AkhsL1, AkhsL4: Lasiodiplodia theobromae,
51, 53, 54, 84, 69T: Neofusicoccum parvum

olabilmektedir. Ustelik bu &zelliklerin ortaya ¢ikmasi
i¢in uzun zaman (en az 3 hafta) gerekmekte olup, ilk
izolasyon ve saf kiltiir elde edildikten hemen sonra tani
yapmak neredeyse imkansizdir. Ciinkii farkli besi yeri ve
inkiibasyon kosullar1 altinda, morfolojik karakterler de
degisiklik gosterir (Amponsah et al. 2008). 1980’li y1llarin
basinda kullanilmaya baslanan PCR yontemi, hem mikoloji
hem de diger alanlarda yaygin bir sekilde kabul gérmiis ve
klasik taniy1 dogrulayict bir yontem olarak kullanilmaya
devam etmigtir (Mullis and Faloona 1987, Saiki et al. 1985).
Funguslarda genomik DNA ekstraksiyonunun ardindan,
tim genomun bir defada g¢ogaltilmasi imkansizdir.
Genomik DNA iizerindeki bazi genleri veya genler
arasindaki intronlarin ¢ogaltilmasi igin tiirlere 6zgii ya
da universal karakterde oligo niikleotid dizilerine ihtiya¢
vardir (Hillsand Dixon 1991). Universal primerlerle yapilan
PCRmn ardindan (farkli cinslerdeki fungus tiirlerinde
bile) agaroz jel tizerinde, genellikle ayni biytklitkte
DNA bantlar1 goriileceginden, PCR iiriinlerinden gen
sekanslama yoluyla (ardindan NCBI-BLAST analizi) taniya
gidilebilir. Bazibilgisayar yazilimlarikullanarak tasarlanan
tlirlere (hatta izolatlara) 6zgii primerler kullanarak da
kesin tan1 yapmak miimkiindiir. Xu et al. (2016) Cin’in bazi
bolgelerinde yetistirilen yaban mersinlerinden (Blueberry)
elde ettikleri Botryosphaeriaceae tiirlerini tanilamak
i¢in segici primerler tasarlamislardir. Bu primerler B.
dothidea, L.

ayirt edebilmis, ancak D. seriata igin segici primer

theobromae ve N. parvum’u birbirinden

tasarlanmamistir. Martin et al. (2014) Ispanya’nin Castilla-
y-Leon boélgesindeki baglarda geriye 6liimlere neden olan

turlerden D. seriata’y1 diger tiirlerden ayirt edebilmek igin
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SCAR primerleri tasarlamislardir. OPA-20 RAPD primer
¢ifti ile ¢ogaltilan bolge primer tasarimi i¢in kullanilmig
ve sonugta D. seriata’y1 digerlerinden ayirt etmede 2
farkli primer elde edilmistir. Ancak bu arastirmada
diger Botryosphaeriaceae tiirleri igin segici primer elde
edilmemistir. Bu tarzda yapilan PCR denemeleri, tiirlerin
molekiiler tanisi i¢in olduk¢a uygundur. Ancak, ayni
zamanda ¢ok sayida 6rnegin test edilmesi gerektiginde, ¢ok
sayida PCR reaksiyonlar: hazirlamak gerekebilir. Clinkii
secici primerlerin baglanma sicakliklar birbirinden uzak
oldugu zaman, thermocycler igerisinde genis sicaklik
araliklar1 tertip etmek her zaman miimkiin olmayabilir,
ya da bazi 6rnekler i¢in ayr1 PCR protokolleri gerekebilir.
Yaptigimiz bu ¢aligmanin, yukarida sonuglarr agiklanan
iki farkli arastirmaya farkli bir alternatif olabilecegi,
en azindan sadece tani amaciyla hedef gen bolgesinin
sekanslanmasina ihtiya¢ duyulmadan tiir diizeyinde

ayirimina olanak saglayacag: distiniilmektedir.

Universal primerlerle yapilan PCR, hemen ardindan
niikleotid baz dizilimlerinin ortaya konmasi ve bu dizilerin
gen bankasindaki dizilerle kargilagtirilmasi, fungal taniigin
neredeyse kesine yakin sonuglar vermektedir. Ancak bazi
durumlarda (6zellikle ITS gen bolgelerindeki dizilimlerin
karsilastirilmasinda) birden fazla fungus tiriiyle %99 Iuk
benzerlikler ortaya cikabilmekte ve bu durumda kesin
ayrim yapilamamaktadir. Boyle durumlarda ilave gen
bolgelerine ait niikleotid bilgilerine de ihtiya¢ duyulmakta
ve bu diziler kombine edilerek filogenetik aga¢ olusturup
gidilebilmektedir. PCR
reaksiyonlarinin optimum sekilde gergceklesememesi veya

teshise Bazi  durumlarda
sekaslama sirasinda meydana gelen tahmin edilemez
bozukluklar nedeniyle, dizi analizlerinden herhangi bir
sonu¢ alinamamakta, bu nedenlerle hem PCR hem de
sekans analizinin yeniden yapilmasi gerekmektedir. Ttim
bu analizlerin yeniden yapilmasinin ise ilave bir maliyeti
olmaktadir. Gen bolgelerine spesifik sekans analizleri ile
fungal tani, son yillarda iilkemizde de yaygin kullanilmaya
basglanmistir. Ancak ¢alisilmasi planlanan fungal tiirlerin,
RFLP analizleri gibi daha sade analizlerden gegirilmesi
ya da bazi segici primerlerin kullanildigi PCR testlerinin
yapilmasinin, ditgiirmek

arastirmalarin  maliyetini

acisindan yararli olabilecegi diisiintilmektedir.

Bu c¢alismada ortaya konulan PCR-RFLP analizleri,

Botryosphaericaeae tiirlerinin kiiltire alinip klasik
metotlarla tanilanmasi yéntemine gore daha basit, hizli ve
giivenilir sonuglar vermistir. Bu test Turkiye baglarinda
simdiye kadar rapor edilmis farkli cinslere mensup
tlirlerin teshisini hizli ve dogru bir sekilde yapabilecek
RFLP bant

asmadan izole edilmis ve miseliyal olarak birbirine gok

sonuglar ortaya koymustur. profilleri,
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benzeyen dort farkl: tiiriin hizli bir sekilde ayirt edilmesi
icin kullanishdir. Ustelik gen sekanslama analizleri ile
Ancak

temsilci bir tiriin (kriptik tiir) altinda gruplanan ve bu

kiyaslandiginda oldukg¢a disitk maliyettedir.

tiirle morfolojik olarak neredeyse hi¢ ayirt edilemeyen
kriptik tiirlerin RFLP analizleriyle ayirt edilmesi miimkiin
degildir. Boyle durumlarda detayl filogenetik analizlere
ihtiyag vardir. Yine bir¢ok fungusun tanisinda kullanilan
B-tubulin gen bolgesinin, bahsedilen universal primer
giftiyle ¢ogaltilmasiyla uzun bir niikleotid dizisi elde
edildiginden, bu bolgenin bagska RFLP deneyleri i¢in de
kullanilabilecegi ve alternatif restriksiyon enzimleriyle de

denenebilecegi diisiiniilmektedir.

TESEKKUR

Bu c¢alisgma FBA-2015-3658 numarali bireysel proje
kapsaminda desteklenmistir. Caligmay1 finanse eden
Gukurova Universitesi, Bilimsel Aragtirma Projeleri
Koordinasyon Birimine tesekkiir ederiz. Bu makale daha
once Ozet halinde, Tirkiye 6. Bitki Koruma Kongresinde

(5-8 Eyliil 2016, Konya) poster bildiri seklinde sunulmustur.

OZET

Bir¢ok bitki tiiriinde lokal kuruma ve geriye olimlere
neden olan Botryosphaeriaceae funguslarinin klasik
tanist olduk¢a zor ve zaman alicidir. Turlerin hizh
tanist igin tiire ozgl primerlerle PCR testi, RFLP
(Restricted Fragment Length Polymorphism) ya da gen
sekanslama gibi bazi molekiiler yontemlerin kullanilmasi
gerekmektedir. Bu ¢aligma, Tirkiye baglarinda simdiye
kadar tespit edilmis bazi Botryosphaeriaceae familyasi
fungus tirlerinin, PCR-RFLP y6ntemi ile hizli tanisina
katki saglamay1 amaglamaktadir. Ege ve Akdeniz Bolgesi
baglarindan izole edilmis 4 farkli tiire ait (Botryosphaeria
dothidea, Diplodia seriata, Lasiodiplodia theobromae ve
Neofusicoccum parvum) 25 izolattan DNA ekstraksiyonlar:
yapilmis, genomik DNA iizerindeki B-tubulin (TUB2)
ve ITS bolgesinden tasarlanmis Botryosphaeriaceae
cinslerine 6zgi bolgeler, polimeraz zincir reaksiyonlariyla
bes farkli
endoniikleaz enzimiyle (Alul, BsaHI, Mbol, Rsal, Taql)

kesilmis, agaroz jeldeki (%2) bant profilleri incelenmistir.

¢ogaltilmistir. Bu bolgeler restriksiyon

Analizlerin sonuglarina gore; cinse 06zgii primerlerle
¢ogaltilan bolge RFLP analizi i¢in uygun olmamigtir.
Ancak, B-tubulin bélgesinin bu tiirlerin ayrimi i¢in en az
iki farkli restriksiyon enzimiyle kesilmesi gerektigi ortaya
c¢ikmistir. BsaHI enzimi B. dothidea ve D. seriatanin
B-tubulin genini keserek, iki ayr1 biiyiiklitkkte bant profili
(B. dothidea: 250 ve 700 bp ve D. seriata: 400 ve 600 bp)
olusturmustur. Ancak bu enzim L. theobromae ve N.

parvum igin ayirt edici bant verememistir. Buna karsin
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Tagl enzimi de B. dothidea ve D. seriata‘y1 ayirt edememis
ancak L. theobromae ve N. parvum’un P-tubulin genini 2
yerden keserek her bir tiir i¢in ti¢ ayr1 bant (L. theobromae:
200-400-800 bp ve N. parvum: 200-400-650 bp) meydana

getirmistir.

Anahtar kelimeler: asma, Botryosphaeria geriye oliimd,

kesim enzimleri, BsaHI, Tagl
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