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Tahil Patojeni Fusarium culmorunrda
Genetik Tiplendirme Yaklagimlari

Isil Melis Zmr(t', Elif Sedef Develi', Ozlem Sefer!, Emre Yérik 2

OZET

Fusarium culmorum global diizeyde karantinaya alinmig bir bitki patojeni olup; diinya
genelinde pek ¢ok bélgede tahillarda basak yanikligi ve kék ¢lrikligu hastaliklarinin
esas etmenidir. F. culmorum ekinlerin kalite ve miktarlarinda ciddi disise neden
olmaktadir. Ayrica patojen; Urettigi mikotoksinlerin tahillarda birikmesi ve kontamine
tahil ve tahil Grinleriyle beslenme sonucunda insan ve hayvan sagligini da dogrudan
veya dolayll olarak tehdit etmektedir. Patojen ve ilgili hastaliklariyla micadelede
patojenin karakterizasyonu 6nemli bir basamak olusturmaktadir. Patojenin genetik
tiplendirmesi bu baglamda basarili veriler saglayabilmektedir. Ozglin veya 6zgin
olmayan genom bélgelerinin hedeflendigi polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) temelli
amplifikasyon ¢alismalari son yirmi yilda populeritesini korumaktadir. Bu derlemede,
PZR temelli araclarin F. culmorum tiplendirmesindeki kullanimi hakkinda bilgiler
aktariimistir. Mevcut ¢alismalara ilaveten lokal érnekleri ihtiva eden yeni ¢alismalarin
gerekliligine deginilmigtir

Anahtar Kelimeler: Fusarium culmorum, genetik tiplendirme, basak yanikhgdi, kék
curdklagu, PZR

GiRiS
Tahil Patojeni Olarak Fusarium culmorum

Fusarium culmorum Mitosporik Hypocreales ailesine ait askli bir mantardir. F.
culmorum tanisi guncel olarak morfolojik ve DNA markirlari temelli olarak
gercgeklestirilebilmektedir. Morfolojik tanisi makrokonidlerin bigimsel 6zelliklerine gére
gerceklestirimekteyken, polimeraz zincir reaksiyonu temelli tani ise SCAR (ing.,
‘sequence characterized amplified region’) markirlari temelli yapiimaktadir.
Makrokonidleri nispeten kisa, kit uglu ve genistir. Makrokonidler zayif ¢eperli ve
kavislidir, genelde 3-5 bélme icerir (Sekil 1.A) ve 30-50 x 5-7.5 um ebatlardadir [1-5].
Eseyli Greme rapor edilmemis olup, mikrokonidleri mevcut degildir. Ancak esem tipi
analizleri ve genetik cesitlilik arastirmalari paraseksiel Uremeyi desteklemektedir [3,
6, 7]. Patates dekstroz agar besi ortaminda oda sicakliginda 16-22 mm/gun koloni
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gelisimi gdstermektedir. Rubrofusarin ve aurofusarin Gretimi ve diger bazi sekonder
metabolit Uretimi sebebiyle saridan tan rengine kadar genis bir pigmentasyon gdsterir
[5, 8, 9.

Sekil 1: (A) F. culmorum makrokonidleri. 40X buydtme, bar: 20 um. (B) Fusarium
basak yanikliginin etkiledigi bugday basagi. (Fotograflar Dr. Emre Y6riik tarafindan
cekilmistir. Orneklemeler arastirmacinin kendisi tarafindan toplanan hastalikli basak
ve bu basaklardan elde edilen sporlara aittir.)

F. culmorum esas habitati toprak olan bir bitki patojeni organizmadir. Bitki
enfeksiyonun baslangicinda kisa bir biyotrofik stireci ayri tutarsak; canli nekrotrofik
yasam doénglstne sahiptir [5, 10]. F. culmorum tahillarda basta olmak Uzere ¢ok
farkli bitki tGrlerine bulasip basak yanikligi, solgunluk, kék ve kdk bogazi ¢urtkligu
ve killeme gibi cesitli hastaliklara yol agmaktadir [4, 5, 11, 12]. Bu fitopatojenik tar
bugday, arpa, piring, yulaf, misir, sorgumu iceren tahillarin yani sira yabani ¢imler,
seker pancari, keten, karanfil, fasulye, cilek ve patatesten de izole edilmistir. Bu tdr,
dinya genelinde c¢ogunlukla ihman iklim kosullarina sahip bdlgelerde yaygindir.
Avustralya, Avrupa, Bati Asya ve Kuzey Amerika’da tarin varligi rapor edilmistir [1,
4, 6, 13, 14]. Turtn varhg tlkemizde de Marmara, i¢ Anadolu, Ege, Karadeniz ve
Akdeniz bolgelerinde rapor edilmistir [4, 14-19]. Ancak son yillarda daha sicak
bdlgelerde gérilen F. graminearum ve nispeten daha ihman bdlgelerde gérilen F.
culmorum turlerinin iklimsel dedisiklikler, ekin rotasyonlari, genom plastisitesi ve
benzeri nedenler dolayisiyla farkli iklim kosullarina adapte olduklari belirlenmistir [5,
20, 21].

F. culmorum Genom Bilgisi

Haploid kromozom sayisi n=4 olan F. culmorum genom projesi resmi olarak
tamamlanmamis ancak toplamda farkl izolatlarin genom dizilerine ait veriler
toplanmaktadir. Glncel olarak 3-ADON kemotipindeki F. culmorum FcUK99 (NRRL
54111) izolatinin tim genom dizilim bilgisine ait ilk veriler toplanmis ve bu veriler
veritabanlarina yiklenmeye baslanmistir [5, 22]. Toplamda genom boyutu 39 Mbp
olarak hesaplanmistir. Ayrica calismalar sonucunda 6zgin bazi genlere ait nikleotid
dizilim bilgileri veritabanlarinda etkin olarak paylasiimaktadir. NCBI veritabaninda
kayith 100’Gn Gzerinde gen dizilim bilgisi mevcuttur. Annotasyonu yapilmig proteinler
arasinda uzama faktéri 1a, RNA polimeraz |l, fosfat permeaz, topoizomeraz | ve
trikotesen Uretimi ile ilgili enzimler ve patojenite iliskili proteinler (ABC transporter
proteini vb.) yer almaktadir. Ancak 6zellikle de bir diger basak yanikhdi ve kok



curikligu esas etmeni F. graminearum ile karsilastirildiginda patojenite ve konak-
patojen iligkisi ile ilgili yeterli bilgi mevcut dedgildir [5].

F. culmorum’un Neden Oldugu Hastaliklar

F. culmorum tir0 arpadan cilege kadar genis bir yelpazede bitkileri enfekte
edebilmektedir. Ancak tlriin karantinaya alinmis patojen olarak anilmasinin esas
nedeni basak yanikligi ve kdk curikligi hastaliklaridir. F. culmorum her iki hastalik
icin de diinya genelinde U¢ esas patojenden birisidir [4].

Basak yanikligi, 6zellikle, ekonomik degere sahip tahil bitkilerinden arpa ve bugday
gorulen 6nemli bir hastaliktir [15, 23]. Hastallk nemli ve yari nemli bdlgelerde
tahillarda Grin miktar ve kalitesinde blyUk kayiplara neden olur [24, 25]. Hastaligin
goértlme frekansi kiresel iklim degisikligi, yagis miktari ve nem oranindaki artisa
bagh olarak artis gdéstermektedir [20, 26, 27].

17 Fusarium tOrG tarafindan olusturulan hastaligin yaklasik 150 yillik bir ge¢cmisi
olmakla birlikte 6zellikle; [23] son 20 yilda yapilan ¢alismalar, bu hastahdin Amerika
[28, 29], Asya [19, 30] ve Avrupa kitasinda [14, 31, 32] ¢ok sayida Ulkede yaygin
hale geldigini ortaya koymustur. Kuraklik ve nem ile birlikte Orin kayiplarina % 70’e
kadar varabilmektedir [24, 33]. GUnUmUzde Fusarium basak yanikhdi hastaligi diinya
ekonomisi icin dnemli bir tehdit haline gelmisgtir.

Tahillar antez déneminde basak yanikligi patojeni F. culmorum ile enfekte olabilir ve
mahsul toplanana kadar da yayllma gergeklesebilir [5]. Ozellikle ciceklenme ve
tohum olusumunun goéraldigt generatif evrede nemli ortam kosullari, hastalik riskini
daha da arttirmaktadir ki F. culmorum’un diger basak yanikligi etmenlerine gére daha
az neme ihtiya¢c gdsteren bir tlir olmasi durumun ciddiyetini ortaya koymaktadir [25,
34, 35]. Hastalik belirtileri neredeyse tim tahil bitkilerinde benzerlik gdsterir.
infeksiyon ilk olarak eksende ve basakgciklarin kabuklarinda olusan kahverengi
spotlar (Sekil 1.B) seklinde peyda olur. Su cekilir ve tohumda meydana gelen
blzisme ve solma ileri zaman zarfinda tim basagi kaplar. Sonrasinda fungal reme
basak dibinde veya basak kabugunun u¢ kisimlarinda pembemsi-kirmizi renkte
gb6zlenir. Sonucta bitkide basaklar beyazlasir, tohumlar kuruyup bizlislr ve hatta
basaklarda tohum olusmayabilir [5, 15].

F. culmorum tarafindan olusturulan bir diger hastalik kék g¢urdkligadur. Hastaligin
semptomlari enfeksiyon zamanina gére degiskenlik gbsterir. Mantar erken gelisim
basamaginda bitkide enfeksiyona neden oluyorsa, filizlerin ilk cikislari
esnasindadlim meydana gelir, koleoptiller, yalanci sap ve kdkler kahverengi renk alir
(renksizlesir). Eger enfeksiyon ileriki streglerde meydana geliyorsa, ana sapin ilk
birka¢ internodunda kahverengi lezyonlar meydana gelir ve kok filizi/yeni sirgtnler
clkamaz hale gelir. YUksek nem varsa nodlar pembeye yakin renk alir ve
miselyumlar ylzeyi kaplar. Buztismis tohumlar ve beyazlagsmis basakgiklar olusur
hatta tohum olusumu gbézlemlenmeyebilir [36].



F. culmorum Mikotoksinleri

Fusarium spp. mikotoksin Ureten en &énemli dért mantar cinsi icerisinde yer
almaktadir [15, 37, 38]. Fusarium tlrleri trikotesen, fumonisin, zearalenon, fusarin C,
butenolid gibi cesitli mikotoksin CGretirler. Bu mikotoksinler infeksiyon sirecinin
baslamasinda islevsel olmasalar da; infeksiyonun ilerlemesi ve yayllmasinda
etkilidirler [39]. F. culmorum tarinUn Urettigi, bitkilerde ciddi hasarlara yol acan en
6nemli mikotoksinleri B sinifi trikotesenler, zearalenon, fusarin C, butenolid'dir [40-
42]. Ancak son yillarda F. culmorum ile ilgili yapilan ¢alismalar B tipi trikotesenlerin
molekiler dizeyde analizi Gzerine yogunlagsmistir. Yapilan in vivo ve in vitro
deneylerde trikotesenlerin disik konsantrasyonlarda bile imminobaskilayici etkiye
sahip oldugu ve ribozoma baglanarak 6karyotik protein sentezini engelledigi rapor
edilmistir [37, 43]. Gida zehirlenmesi, diare, kusma, sindirim sistemiyle ilgili
kanamalar, mide bulantisi, istahsizlik, 16kosit sayisinda azalma muhtemel olumsuz
saghk problemleri arasinda yer almaktadir. Ayrica bitkilerde biriken trikotesenler
besin piramidi araciligiyla bulastigi insan ve hayvanlar icin de énemli bir tehdit
olusturmaktadir.

B tipi trikotesen Ureten F. culmorum caligmalarinda patojenin Urettigi ve Uretme
yeteneginde oldugu mikotoksin alt tipleri belirlenmekte (kemotiplendirme), mikotoksin
sentezi ile ilgili genlerin genomdaki lokasyonlari ve anlatim profilleri ortaya
konulmakta hatta gen susturma teknolojileri uygulanmaktadir [17, 30, 44-46].
Fusarium izolatlarinda kemotiplendirmede kromatografik teknikler ve PZR temelli
uygulamalar siklikla tercih edilmektedir [47-49]. Analitik uygulamalarda 214-254 nm
dalga boylarinda yapilan taramalarla kemotip saptanmaktadir [50, 51]. PZR temelli
uygulamalarda ise tri5 gen kimesindeki genlerin dizisel, boyutsal ve anlatim
dizeyindeki farkhliklari temel alinmaktadir [52-54].

F. culmorum’un Molekuler Markir Aracili Genetik Tiplendirilmesi

Fusarium tlrleri alem seviyesinden alt tir dizeyine kadar; cesitli dizeylerde
molekiler yaklasimlar kullanilarak tanimlanabilmektedir. Genetik karakterizasyon
calismalarinda genomda varligi belirlenmis olan SCAR (ing., “sequence
characterized amplified region”) markirlari, 18S-5.85-28S rDNA (ribozomal DNA),
ITS (ing., “internal transcribed spacer”) ve IGS (ing., “intergenic spacer”) bdlgeleri
PZR’nda cogaltilarak hedef olarak secilebilmektedir [1, 55-57]. GUnimizde F.
culmorum’un gO6raldiglu veya tespit edilemeyen cogdrafik bolgelerde, hastalik
etmenlerinin genetik tiplendirmelerinin yapilmamigs olmasi énemli bir olumsuzluktur.
Bu kapsamda denizasiri ortak calismalar yudritilmekte ancak yine de c¢alisma
sayisinin yetersiz oldugu asikardir. Buna karsin genetik c¢esitliligin belirlenmesinde
ise glnumuze kadar acik bir uygulama cesitliligi s6z konusudur. PZR temelli
gerceklestirilen uygulamalari kendi icinde farkli alt basliklar icerebilmektedir.
Restriksiyon endonuklezlari kesimi, dizileme uygulamasi ve tek primer temelli
uygulamalar dikkat ¢ceken ¢ farkli stratejidir. Bu baglamda F. culmorum genetik
tiplendirmesinde siklikla tercih edilen uygulamalar; SCAR/RAPD-PZR (Rasgele
cogaltimis polimorfik DNA-PZR), ISSR (ing., “inter simple sequence repeat”),
mikrosatellit PZR, RFLP (ing., “restriction fragment length polymorphisms”) ve PZR-
RFLP/CAPS (Kesilmig cogaltiimig polimorfik dizi), Lokus-Multilokus
genotiplendirmedir. AFLP (ing., “amplified fragment length polymorphism”), SSCP



(ing., ‘single strand conformation polymorphisms’) ve SRAP (ing., ‘sequence related
amplified polymorphisms’) ydntemleri ise bu tlrin genotiplendirmede fazla tercih
edilmemis diger uygulamalar arasinda yer almaktadir.

SCAR ve RAPD yéntemlerin gegcmisten glinimuize en sik tercih edilen F. culmorum
tani ve tiplendirme uygulamalari arasindadir. SCAR markirlari ¢cogunlukla RAPD
(sinirh sayida galismalarda ise ISSR ve AFLP) markirlarindan tdretilmis amaca gére
monomorfik veya polimorfik bantlardan elde edilir. Saflastinlan bantlar dizileme
islemine tabi tutulduktan sonra tekrar primer molekalleri tasarlanir ve 6zgin bantlarin
cogaltilmasiyla SCAR markirlari elde edilir [58]. F. culmorum tanisinda iki farkl
arastirma grubunun gelistirdigi SCAR markirlari bu patojenin genetik karakterizasyon
calismalarinda adeta bir devrim niteligindedir. Schilling ve dig. [1] ve Nicholson ve
dig. [2] tarafindan gelistirilien OPT18 ve FcO1 SCAR markirlari RAPD tirevli olarak
gelistirilmis monomorfik bantlardir. Bu markirlar giinimize kadar yizlerce galismanin
birincil molekller genetik basamaginda kullaniimis ve morfolojik tani ¢alismalarini
dogrular veya tenkit eder nitelikte verilerin eldesini saglamislardir [59]. RAPD teknigi
ise F. culmorum genetik tiplendirmesinde ginimize kadar en sik tercih edilen
uygulama niteligindedir. Bu teknik ilk kez Wiliams ve dig. [60] tarafindan
gelistirilmigtir. Bu ydéntemde c¢ogaltim yapilacak bdlgenin dizi bilgisine gerek yoktur.
10 nUkleotid uzunlugundaki tek oligontkleotid primeri kullanilir (Operon, ABD). Setler
halinde gelistiriimis primerler farkli (%GC : %50, 60 ve 70) %GC icerikleri baz
alinarak farkli amacglarda kullanilabilmektedir. Standart PZR uygulamasina gére
dislk bir baglanma sicakligi (36-40°C) ve farkli siklus parametrelerine (siklikla uzun
sureli 6n ¢ogaltim basamagi) sahip olan uygulama alt tir ayrimi ve tir ayriminda
basaril bir sekilde kullanilmaktadir [61, 62]. Yontem 0&zellikle markir aracili
seleksiyon uygulamalarinda da kullanilabilmekte, ayrica tir igi yUksek dizeydeki
genetik cesitliligi (Tablo 1) ortaya koyabilmektedir [1, 3, 62]. Tek primerin kullanildigi
bir diger genotiplendirme uygulamasi ise ISSR teknigidir. Teknikte primerin kendisi
mikrosatellit motifi igerir. 2-6 nukleotidlik motifler igerilir ki en siklikla (NN)8, (NNN)6
ve (NNNN)4 motifleri tercih edilmektedir. iki nukleotidlik cipa eklenmesi ise daha
6zgun amplifikasyon profilleri ile sonuglanabilmektedir [63]. Teknik uzun sire igeren
termal basamaklar bakimindan RAPD’e benzerlik gbdstermekle birlikte, baglanma
sicakligi (45-65°C) primer boyutu/motife gbére degiskenlik gdsterebilir. RAPD
yonteminde oldugu gibi 1.5-2X oranda arttiriimis dNTP ve Taqg DNA polimeraz
konsantrasyonlari basari oranini arttirabilmektedir. RAPD ydntemi gibi ko-dominant
markir temin etmemekle birlikte, guvenilirligi ve tekrarlanabilirligi RAPD’e nispeten
daha yuksektir. Ancak RAPD ydntemi gibi yuksek dizeydeki genetik gesitlilik iceren
Orneklerin karakterizasyonunda (Tablo 1) etkili bir uygulamadir [64-67].

F. culmorum izolatlarinin genetik tiplendirmesinde kullanilan bir diger uygulama
mikrosatellit PZR dir. Mikrosatellitler DNA dizilerinde tekrar edilen en kiigik birimlerdir
ve bu tekrar motifleri 1-6 bg¢ arasinda olabilmektedir. Mikrosatellitleri gevreleyen
dizilerin bilgileri biliniyorsa bu dizilere 6zgu primer tasarlanabilir. Genelde 20-25 bg
uzunlugunda olur. En sonunda PCR ile ¢ogaltimi yapilabilir. Mikrosatellit markerler,
az sayida DNA ihtiyaci duyar, polimorfizm c¢oktur, genomda bol ve daginik bulunur.
Fakat mikrosatellit bdlgelerin mutasyona agik olmasi bu ybéntemin &nemli bir
dezavantajidir. Birden fazla alt strateji iceren teknigin temel prensibi 6zgin tekrarli
bblgeler etrafindaki korunmus bdlgelerin PZR ile ¢ogaltiimasidir. Tekrar motif sayisi
ve igerigindeki farkliik allelik varyasyonlarla sonuglanir ve cesitlilik fenotipte
g6zlemlenebilir.



Tablo 1: Farkl

markir teknikleri ile F. culmorum’da gerceklestirilen bazi tiplendirme

calismalari
Kaynak Ulke/Kita Yéntem Ornek Onemli Notlar
Sayisi
. . Avrupa, RAPD 25 primer, F. culmorum tani
Schilling ve dig. [1] Amerika 32 markiri
Nijs ve dig. [61] Holanda RAPD 18 3 primer, 3 farkli RAPD profili
giggourl ve dig. Tunus RAPD 108 14 primer, 25 polimorfik bant
Toth ve dig. [13] Macaristan RAPD 37 30 primer, 162 bant
Irzykowska ve dig. RAPD 23 primer, 0.2-3.0 kb bant
(85] Polonya 35 boyutu
Arici ve dig. [86] Turkiye RAPD 32 llgnfrlmer, 27/134 polimorfik
Yorik ve Albayrak Tiirkive RAPD 12 60 primer, %65 ortalama
[62] y genetik benzerlik
Miedaner ve dig. Mikrosatellit-PZR 10  markir, en yiksek
[87] Avrupa, Asya 186 varyasyon %81
(I;’i%uigg]hlmlab Ve iian Mikrosatellit-PZR 88 8 primer, 33 allel
Rebib ve dig. [89]  Tunus Mikrosatellit-PZR 82 84%r|7mer, gen cesitliligi Hs=
Naef ve dig. [69] iSvicre Mikrosatellit-PZR 20 (I\alldgi)IL(])Sd?arklrl, amplikon elde
Giraud ve dig. [68] Fransa Mikrosatellit-PZR 1 ;Ieﬁnmer, markir basina 2-13
Vogelgsang Ve jsvicre Mikrosatellit-PZR 3 15 primer, markir bagina 4-20
dig. [90] ¢ allel
. ; PZR-RFLP IGS-rDNA, toksin Uretimi ile
Llorens ve dig. [75] Ispanya 5 iliskilendirim
Mishra ve dig [91]  Belirsiz PZR-RFLP 75 Liﬁlo‘t’i‘;i 285 rDNA, 29 1GS
Nitschke ve dig. isvec, PZR-RFLP TEF1a geni, %99-100 dizisel
10 .
[92] Almanya benzerlik
Gepni ve dig. [7] Tarkiye PZR-RFLP 24 IGS-rDNA, 23 haplotip
Yli-Mattila ve dig. Rusya, PZR-RFLP Belirsiz B-tubulin, IGS and ITS, tani
[74] Finlandiya markiri
Toth ve dig. [13] Macaristan PZR-RFLP 37 IGS-rDNA, 6 haplotip
Bayraktar ve Dolar Tiirkive ISSR 4 Tarler arasi ylUksek genetik
[93] y cesitlilik
Avrupa, Asya, ISSR , .
. . . 3 primer, 59 genotip, %81
Mishra ve dig. [64] ﬁ\r/rzjesrtlrl;ell;/a 75 polimorfik bant
fg‘;’f‘yrak ve dig. Tinve ISSR 20 0.2-3.5 kb, 405 bant,
Amerika, Multilokus- 3 i
Obanor ve dig. 16]  Avrupa, tiplendirme 100 f?;EF fa t"kF'fFD and PHO, tek
Avustralya rogenetiiur
, o Multilokus- TEF-1a,RED, histon  H3,
Kim ve dig. [94]  Kore tiplendirme 2 PHO, URA
Kristen ve dig. [95] Isveg SNP-tiplendirme 19 TEF-1a, 3 haplotip
?936'{“33 ve dig- jiaya SNP-tiplendirme ¢ TEF-1a, iki haplotip




Standart PZR uygulamasiyla elde edilen amplikonlar klonlanip dizilenebildikleri gibi
(Tablo 1); kapiller elektroforez ve lazer-aracili-florasans teknikleri ile de varyasyonlar
analiz edilebilir [68-70]. Allel spesifik ayrim yapilabildigi icin genotipik cesitliligin
fenotiple iliskilendirilmesinde kuvvetli bir uygulamadir. Ancak su ana kadarki
mikrosatellit markir sayisinin disik olmasi; bu markir tekniginin daha fazla
arastiriimasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Enzim kesimi temelli iki 6nemli uygulama prensipleri ¢cok bezer olan PZR-RFLP ve
CAPS-dCAPS teknikleridir. Her iki uygulamanin temeli RFLP’ye dayanmaktadir.
RFLP, restriksiyon endonlkleaz (RE) enzimleri tarafindan DNA’nin kesilmesi
temeline dayanmaktadir. Bu ydéntemle dizilim farkliliklari kolayca tespit edilebilir.
RFLP ydntemi tdr ici genetik cesitlilik, gen haritalama, filogenetik ¢alismalar, gen
akigi tespitleri ve aile agaci arastirilmalarinda tercih edilen bir yéntemdir [71, 72]. RE
kesimi sonucu olusan farkli uzunluktaki DNA pargalari olugabilir. Bu DNA pargalari
agaroz jel elektroforezi ydntemi ile blyUklikleri agisindan ayrilir. Elde edilen DNA
parcalari Southern emdirim yoluyla nitroseliloz membrana aktarilir [73]. DNA
parcalarini iceren membran, problar yardimi ile hibridizasyona ugratilarak DNA
pargalari ve profilleri ortaya ¢ikmis olur [71, 72]. RFLP ydnteminin olumlu yanlari
arasinda 6zgun diziye ihtiyac duyulmamasi, polimorfizim oraninin yiksek olmasi ve
tekrar edilebilirlik gdsterilebilir. Ylksek miktarda DNA’ya ihtiya¢c duyulmasi, problarin
pahali olmasi, deneyim ve uzun is gucU gerektirmesi ise ybdntemin olumsuz
noktarlarindandir. PZR-RFLP ya da lokusa 6zgiu RFLP teknigi ise 6zgin bir lokusta
polimorfizm tespit etmek igin gelistiriimistir. Bu yéntemde standart PCR islemi ile
tzerinde durulan lokus ¢ogaltiimakta ve c¢esitli restriksiyon endonukleaz enzimleri ile
elde edilen PCR Urini kesilmektedir. Bu yontemde rutin PCR reaksiyonunda oldugu
gibi uzun oligontkleotid primerler kullanilir. Cogu PZR-RFLP markiri ko-dominant
olarak temin edilebilir. Ancak gen hakkinda 6nceden bilgi sahibi olunmasi bir
dezavantaj olarak kabul edilebilir. PZR-RFLP temelli genotiplendirmede tercih edilen
hedef genler arasinda TEF1-a, IGS-rDNA, ITS ve B-tubulin yer almaktadir (Tablo 1).
Alel spesifik tiplendirme yapilabildiginden guvenilirligi ylksek ve tekrarlanabilirligi
yUksek markirlar araciligiyla fenotipik karakterler ile iligkilendirim basari ile sonuglanir
[7, 74, 75]. Bir diger PZR ve enzim kesimi temelli tekli nukleotid polimorfizm (SNP)
ayrimini saglayan uygulama CAPS ydntemidir. Yontemde 6zgin bdlgelerin PZR ile
cogaltimi ve ardindan restriksiyon endonuUkleazlari ile kesimine gerceklestirilir [76,
77]. CAPS kapsaminda uygulanan dizileme uygulamasi, SNP belirlemede etkili
sonuclar vermektedir. Nihayetinde ko-dominant markirlar elde edilebilir ve
heterozigot bireyler ayirt edilebilir. Dislk miktarda DNA gerektirmesi (her bir
reaksiyon i¢in 2-50 ng) RFLP ve AFLP gibi tekniklere gére dnemli bir avantajdir.

Genomda meydana gelen tek nikleotidlik dizilim farklihgi, tek nikleotid polimorfizmi
SNP olarak bilinmektedir. Genomda oldukga yaygin ve pek g¢ok canli tiriinde
gortlebilen varyasyon tipidir. Ornegin, misir bitkisinde genelde 60-120 bazda bir SNP
gorulirken tahmini olarak insanda 1000 bazda bir SNP goérilmektedir [78]. SNP
belirlenmesi icin PCR, jel elektroforezii, RFLP ve dizileme ydntemlerinden
faydalaniimaktadir. SNP olusumunda genellikle en ©&nemli nedenler olarak
tranzisyon, transversiyon, insersiyon ve delesyon gb&sterilmektedir. SNP siklikla
genomda intronda saptansa da kodlama yapan bdlgelerde de gértllrler ve fenotipte
etkili olabilirler. SNP analizi ekonomik ve hizli olmasindan dolayl populasyon
incelemelerinde, genetik cesitlilik analizinde gen haritalama calismalarinda tercih



edilen bir yontemdir. Fakat incelenen polimorfizm igin o bdlge hakkinda daha
6nceden dizi bilgisine ihtiya¢ olmasi SNP yéntemi igin bir olumsuzluktur [79].

Son 20 yil igerisinde F. graminearum tirinin multilokus (gen sayisi 2<x<13)
genotiplendirmesiyle tir kompleksi olarak ifade edilmesi ve 16 ayri Gyesinin varhdinin
ortaya konulmasi &zellikle basak yanikligi ile micadelede yeni yaklagsimlarin
gelistirilmesini elzem kilmistir [80- 82]. Benzer bir durumun F. culmorunm’da gecerli
olup olmadigina dair en &énemli arastirma Obanor ve dig. [6] tarafindan
gerceklestiriimisgti. Calismada Teff-a, Red ve Pho genlerinin ¢oklu hizalama
analizleri gerceklestiriimis ve cesitli Ulkelerden temin ettikleri izolatlarda hat ayrimi
saptanmamigtir. Arastirmacilar F. culmorum’u tek filogenetik bir tlr olarak rapor
etmislerdir. Ancak 3 gen ile tanimlanan bu tekli filogenetik tarGn arttinimis lokus
taramasi ve ilave cografik bélgelerden kodkenlenen izolatlarin ¢alisiimasi ile tdr
kompleksi olarak tanimlanma ihtimali de g6z ardi edilmemelidir. Multilokus
calismalarinin disinda tekli lokus genotiplendirme calismalarinda (Tablo 1) RAPD,
ISSR ve PZR-RFLP calismalarina nispeten daha disik oranda genetik gesitlilik
verileri elde edilmigtir [13, 74, 83].

F. culmorum genotiplendirmesinde etkinli veriler saglayabilecek diger bazi potansiyel
uygulamalar ise AFLP, RFLP, SSCP ve SRAP uygulamalaridir. Enzim kesimi temelli
AFLP ve RFLP uygulamalari yUksek kalitede tekrarlanabilirik ve guvenilirlik
icermektedir. Ancak isaretleme igermesi, yiksek kalite ve miktarda DNA gereksinimi
ve ylUksek teknik bilgi gerektirmeleri sebebiyle F. culmorum genotiplendirmesinde
ginimize kadar Ozellikle tek primer temelli genotiplendirme uygulamalariyla
karsilastiriidiklarinda siklikla tercih edilmemisti. SSCP tekniginde ise baslangi¢
denatlrasyonu sonrasi tekrar birlesme olasiligl ve tek PZR Grininden birden fazla
bant saptanmasidir. Ayrica nispeten daha ileri dizeyde teknik uzmanlik
gerektirmektedir [97]. SRAP teknigi ise 6zgin kodlama yapan bdlgelerdeki korunmus
bdlgelere gore tasarlanmig primer ciftlerinin kullanildigi PZR temelli bir uygulamadir.
Ancak rutinde kullanilan korunmus bdélge primerleri siklikla bitki genomlarindan tlrevli
olup tdr ici ve/veya turler arasi ¢esitliligi ortaya koymada yeterli olmayabilir [98, 99].

SONUC

Molekiler markir yéntemleri canlilarin kalitsal materyallerinde (kismen de olsa)
genom boyunca veya lokal bdlgelerdeki farkliliklari belirlemede glgli yaklagimlar
olarak goérilmektedir. Ozellikle ginimuizde birden fazla stratejinin kombine edilmesi
sonucu fenotipik karakterler ile iligkilendirim slreglerinde daha verimli sonuglar elde
edilebilmektedir. Bu tekniklerin en énemli avantajlari arasinda ¢ogunlukla laboratuvar
is gucunun ylUksek seviyede olmamasi, yuksek miktarda nikleik asit materyaline
gerek duyulmamasli, ginimuiz imkanlarn distndlirse kismen ucuz olmasi, kisa
strede guvenilir ve tekrarlanabilir verilere ulasiimasi siralanabilir. Buna kargin
uzmanlk gerektirmesi, kismen tekrarlanabilirlikte sikinti yasanmasi ve her zaman
heterozigot bireyleri ayirt edilememesi ise molekliler markir tekniklerinin genel
olumsuzluklari arasinda yer almaktadir. Ancak yuksek dizeyde tar igi gesitliligine
sahip olan F. culmorum izolatlari arasindaki genotipik farkhliklarin belirlenmesi
patojenle micadele bize énemli én bilgiler sunacagindan; global ve lokal anlamda F.
culmorum genotiplendirme ¢alismalarinin arttirlmasi énem arz etmektedir.
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