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Arastirma Makalesi

ORTUALTINDA YETISTIRILEN MARULDA SCLEROTINIA
SCLEROTIORUM POPULASYONUNDA GENETIK CESITLILIGIN
MIKROSATELIT MARKORLER iLE BELIRLENMESI

Figen MERT TURK

OZET

Sclerotinia sclerotiorum sebze yetistiricili§inde en yikict patojenlerden Dbiridir.
Canakkale’de marul Kasim’dan Mart ayma kadar ortii altinda yetistirilmekte, bu dénemler
disindaki zamanlarda ise hiyar tarimi yapilmaktadir. Her iki bitki tiirii de hastalik etmeninden
etkilenmekte ve yil boyunca hastalik simptomlarini gérmek miimkiin olmaktadir. Bu ¢aligmanin
amact Ortilaltinda yetistiriciligi yapilan marul seralarinda, S. sclerotiorum’un hastalik
simptomlarini gosteren bitkilerden etmeni izole etmek ve izolatlar arasinda genetik g¢esitliligi PCR
yoluyla saptamaktir. Bu ¢alismada 18 patojen izolati, bu izolatlar arasinda farklilig1 saptamak icin
ise 8 mikrosatelit primeri kullanilmistir. (TACA)o primeri kullanildiginda tiim izolatlardan aym
biiyiiklikte PCR {iriinii elde edilmistir. (GT)g primeri kullanildiginda popiilasyonda 2 farkli
biiytikliikte, (GA)g, (TATG)g, Ve (GT)y locuslarinda ise 3 farkli biiytikliikte allel saptanmustir.
(CATA)»s ve (TTA)g primerleri kullainldiginda 5’er allel saptanirken, (AGAT)14(AAGC),
locusunda toplam 6 polimorfik banda rastlanmigtir. Marul populasyonunda yapilan bu ¢alismada,
izolatlar arasinda yiiksek oranda polimorfizm oldugu saptanmustir.

Anahtar kelimeler: Sclerotinia sclerotiorum, marul, mikrosatelit markorler, PCR, genetik
cesitlilik

DETERMINATION OF GENETIC VARIATION IN THE POPULATION OF
SCLEROTINIA SCLEROTIORUM IN GREENHOUSE GROWN LETTUCE BY
MICROSATELLITE MARKERS

ABSTRACT

Sclerotinia sclerotiorum is one of the most destructive pathogens of vegetable crops. In
Canakkale, lettuce is cultivated under greenhouses between November until end of March.
Afterwards, lettuce is replaced with cucumber. Both are important hosts of the pathogen and
infected plants can be found throughout the year. Here, we tested if polymorphism exists in the
isolates collected from the greenhouses. Eighteen isolates were employed in the research. Eight
microsatellite primer sets were used for this purpose. One of them ((TACA)y) did not show
polymorphism among the isolates. We found 2 alleles at (GT)g, 3 alleles at (GA)q, (TATG),, and
(GT)yo loci. Five loci were observed at (CATA),s and (TTA)s alleles. The most obvious
polymorphism existed at (AGAT)4(AAGC), loci revealing 6 alleles. A high level of
polymorphism was found in lettuce populations originating from different locations but also within
populations from the same greenhouse.

Key words: Sclerotinia sclerotiorum, lettuce, microsatellite markers, PCR, genetic
variation

GIRIS

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary
sebzelerde en yikici patojenlerden biridir ve
olduk¢a genis bir konukg¢u dizinine sahiptir
(Boland, 1994). Ascomycetes simifina ait olan
fungus lahana, domates ve marul gibi nemli
sebzelerde hastalik olusturmakta ve verim
kaybina sebep olmaktadir (Purdy, 1979).
Bunun yaninda kanola, aygicegi ve soya gibi
daha bir¢ok tarla bitkisinde de onemli kayiplara
sebep olmaktadir.

S. sclerotiorum’un izolatlar1 arasinda
miselyal renk, sklerot biylikligi ve {iretimi
gibi morfolojik karakterlerin farkliligi bircok
arastirict tarafindan ortaya konulmustur (Kohn
ve ark., 1990). izolatlar arasinda viriilenslik
acisindan da farkliliklar oldugu saptanmistir
(Marciano et al., 1983). Tiir i¢i morfolojik
karakterlere gore yapilacak gruplandirma
tutarli  olamamigtir, fakat miselyal uyum
gruplart veya DNA parmakizi ile yapilan
gruplandirma, izolatlar arasinda yakinlig1
gosterebilmektedir. Miselyal uyum gruplari
(MUG) (Kohn ve ark., 1990; Kull ve ark.,
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2004; Mert-Tirk ve Mermer, 2004; Tok ve
Kurt, 2007; Onaran ve Yanar, 2007; Tozlu ve
Demirci, 2008) ve DNA parmak izi ile ilgili
(Cubeta ve ark., 1997; Carpenter ve ark., 1999;
Atallah ve ark., 2004; Sexton ve ark., 2006;
Malvarez ve ark., 2007) gerek iilkemizde ve
gerekse  dinyada  yapilmis  calismalar
mevcuttur. MUG, eslestirildiginde iki izolatin
anastomoz olup tek bir koloni olusturabilen
gruplar1 ifade eder. Dolayisiyla bir MUG
icerisinde bulunan izolatlarin klon veya belli
bir genotipe ait oldugu sdylenebilir (Kohn et
al., 1990). S. sclerotiorum populasyonlari
icerisinde birgok MUG olmasi, popiilasyondaki
cesitliligi de gostermektedir. Bu gesitlilik
muhtemelen eseyli lireme sonucunda veya uzak
mesafelerden yeni irklarin bdlgeye bir sekilde
tasinmasindan  kaynaklaniyor  olabilecegi
diigiiniilmektedir (Glass and Kuldau, 1992).
Mikrosatelit markérler okaryot
organizmalarda popilasyon iginde tir ici
genetik cesitliligi saptama konusunda basarilt
bir sekilde kullanilmistir (Gaggiotti ve ark.,
1999; Sirjusingh and Kohn, 2001). Sirjusingh
and Kohn (2001)’in gelistirdigi 23 mikrosatelit
markorii, S. sclerotiorum  populasyonlar
icindeki farklilif1 saptamada bir ¢ok arastirict
basari ile kullanmistir (Atallah ve ark., 2004;
Sexton and Howlett, 2004 ; Mert-Tiirk ve ark.,

2007).

Yukarida da deginildigi gibi S.
sclerotiorum populasyonu igindeki
varyasyonlart saptamak amaciyla yapilan

birgok ¢alismada mikrosatelit markorleri basari
ile kullanilmustir. Bu g¢alismanin amaci,
mikrosatelit markorleri kullamilarak hastalikli
marullardan elde edilen S. sclerotiorum
populasyonu i¢indeki genetik varyasyonlarin
saptanmasidir.

MATERYAL VE METOT

S. sclerotiorum izolasyonu

S. sclerotiorum izolatlari, Canakkale
Merkez ilgenin yani sira, Ezine, Lapseki
Bayramig ve Biga ilgelerinde yiiksek tiinellerde
yetigtirilen marullardan hastalikli bitkilerden
sklerot olarak elde edilmistir. Orneklemeler
yapilirken ¢esit farki  gozetilmemis olup,
hastalikli bitkiler rastgele se¢ilmistir. Her bir
bitkiden alinan sklerotlardan sadece bir tanesi
alinarak, laboratuara getirilmis ve 2 hafta
kurutulduktan ~ sonra  tliplere  konularak
numaralandirilmigtir.  Caligmaya toplam 18
hastalikl1 bitki dahil edilmistir.

Sklerotlar dnce %]1’lik hipoklorik asit
solisyonunda 2 dakika tutulmus ve ii¢ kez
steril saf sudan gecirilmistir. Sklerotlar daha
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sonra steril bir kurutma kagidinda kurutulmus
ve bir bistliri yardimiyla parcalara ayrilarak
icerisinde PDA  bulunan petrilere ekim
yapilmistir. 24 saatlik kiiltiirlerin en ucundan
bir mantar delici yardimiyla PDA ve
gelisgmekte olan miselyumdan bir kisim alarak
yeni PDA’ya aktarilarak saflagtirilmistir.
Gelisen  PDA’dan  toplanan  sklerotlar
kurutulduktan sonra bir tiipte toplanarak bir
izolat1 temsil etmek iizere muhafaza edilmistir.

DNA izolasyonu Kullanmilan
Molekiiler Markorler

ve

Saf kiiltlirlerden PDA iizerine asilama
yapilan 18 fungal izolat 23-25°C’de 7-10 giin
inkiibasyonu takiben, bir pipet ucu yardimiyla
agarin ist ylizeyinde bulunan fungal Kkitle
yilizeysel olarak kazinmig ve ve 2 ml’lik
eppendorflara  eklenmistir.  Fungal DNA
ekstraksiyonunda Saitoh ve ark., (2006)’n
onerdigi metoda, bazi temizleme asamalari
eklenmis, dolayisiyla modifiye edilerek
kullanilmistir. Miseller bir mikro-homojinator
yardimiyla hizli bir sekilde ezilmis ve lizerine 1
ml lysis buffer (200mM Tris-HCI, 50mM
ethylenediaminetetraacetic acid, 200mM NacCl,
1% n-lauroylsarcosine sodium salt, pH 8.0)
eklenmis ve her bir tiipe 4 pl proteinase K ve 2
ul RNAse A eklenmistir. Iyice karistirilarak
37°C’de 30 dakika kadar ara ara karistirilarak

inkiibe edilmistir.  Inkiibasyondan  sonra
ependorf tiipler alinmig, 12000 rpm’de 15
dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen

supernatant temiz ependorf tiiplerde bulunan 1
ml kloroform’a eklenmistir. Yavas bir sekilde
birkag kez alt iist edildikten sonra 10 dakika
12000 rpm’de satrifiij edilmis ve supernatant
yeni bir tiipe aktarilmistir. Aktarilan miktarin
0.1 hacmi kadar sodyum asetat (5 M) ve 0.7
hacmi kadar isopropanol eklenmis, birkag kez
alt st edildikten sonra -20°C’de 30 dakika
inkiibe edilmistir. Tlipler daha sonra 10 dakika
12000 rpm’de santrifiij edilmistir. Sivi faz
uzaklastirilmis ve pellet 2 kez %70’lik soguk
etanol ile durulanmistir. Son durulamadan
sonra tiipler alt iist edilerek oda sicakliginda
30-40 dakika bekletilmis, boylece etanolun
tamamen uzaklasmasi saglanmistir. Her tiipe
100 pl TE eklenerek pelet ¢ozdiiriilmiis ve
+4°C’de muhafaza edilmistir.

PCR g¢alismasinda Sirjusingh ve Kohn
(2001) tarafindan  oOnerilen  mikrosatelit
markorleri kullamlmistir (Cizelge 1). 50 pl’lik
reaksiyon i¢in 25 pul PCR mastermix
(Fermentas,) 1-2 ul primer (forward ve reverse,
10 uM), 5 ul DNA ve 16 pl steril destile su
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eklenmistir.  Calismada  PCR  kosullart
Sirjusingh ve Kohn (2001)’nin Onerileri
modifiye edilerek su sekilde programlanmustir:
PCR protokolii, 95 C’de 8 dak’nin ardindan 35

dongii olacak sekilde, 95'C’de denaturasyon,
tiim primerler i¢in 59'C baglanma (annealing)
ve 1 dak 72'C uzama (extension), son déngiide
72'C’de 5 dak uzama seklinde uygulanmistir.

Cizelge 1. PCR calismasinda kullanilan primerlerin dizileri.

Tekrar _motif

Primer dizileri (5'-3")

(GT)s GTAACACCGAAATGACGGC
GATCACATGTTTATCCCTGGC
(CA)s CGATAATTTCCCCTCACTTGC
GGAAGTCCTGATATCGTTGAGG
(G0 CCTGATATCGTTGAGGTCG
ATTTCCCCTCACTTGCTCC
(TTA) TCATAGTGAGTGCATGATGCC
CAGGGATGACTTTGGAATGG
(TACA), GTTTTCGGTTGTGTGCTGG
GCTCGTTCAAGCTCAGCAAG
(CATA) TGCATCTCGATGCTTGAATC
CCTGCAGGGAGAAACATCAC
(AGAT)1(AAGC), GCTCCTGTATACCATGTCTTG
GGACTTTCGGACATGATGAT
(TATG), ATCCCTAACATCCCTAACGC

GGAGAATTGAAGAATTGAATGC

PCR driini DNA sequencing Gel
Electrophoresis System’inde % 6 denatiire
poliakrilamid jel kullanilarak ayristirilmstir.
Bes pl formamide boya (3.36 ml formamide,
0.0035 g bromphenol blue, 0.0035 g xylene
cyanol, 11.64 ml su), 5 pl PCR iiriiniine
eklenmis ve 95C’de 5 dakika denature
edilmistir. Daha sonra PCR fiiriinii ile boya
karisimindan 5 pl alinarak jele yiikleme
yaptlmistir. Jel 90 W’ta 90 dakika
ayristirilmastir.

ARASTIRMA BULGULARI ve
TARTISMA

Simptomoloji

S. sclerotiorum’un marul seralarinda
6nemli bir hastalik etmeni oldugu ve 6nemli
derecede ekonomik kayirlara sebep oldugu
saptanmustir. Sulu ¢liriiklik gosteren bitki
iizerinde gelisen beyaz miselyum ve
sklerotler, etmenin makroskopik olarak
taninmasinda énemli ipucu olmustur.

Sekil 1. Marulda Sclerotinia sclerotiorum’un olusturdugu beyaz ciiriikliik goriiniimleri.
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Genetik varyasyonun Saptanmasi populasyon icinde sadece 2 polimorfik allel

Kullanilan 18 fungal izolat i¢inde 27  saptanabilmisken, en yiiksek polimorfizm
polimorfik allel saptanmistir. (TACA)yy (AGAT)1(AAGC),, ile saptanabilmistir (Sekil
markdrii ile popiilasyon icinde herhangi bir 2). Bu primer c¢ifti 6 polimorfik allel
polimorfizm elde edilememis olmasina saptayabilmistir. (CA)g, (GT)yo Ve (TATG)g
ragmen, diger tim primer ciftleriyle yapilan  mikrosatelit markorleri popiilasyon icinde 3,
PCR sonucunda 2 ile 6 arasinda degisen (TTA)g ve (CATA);s markorleri ise 5
sayilarda allel tespit edilmigtir. (GT)g ile  polimorfik allel saptamigtir.

Sekil 2. PCR sonucu elde edilen iriiniin denature poliakrilamid jel kullanarak DNA sekans jel
elektroforez sisteminde gelistirilmesi sonucu (AGAT);4(AAGC) 4 (sol) ve (CATA)x (sag)
mikrosatelit markorleriyle elde edilen bantlarin  goriinimii. Sayilar izolat numaralarini
gostermektedir.

Daha once bolgede Mert-Tiirk ve ark.  biyiikliikte bant vermistir. (TTA)g mikrosatelit
(2007) tarafindan kanola popiilasyonunda  markorii kullanilarak 5’er polimorfik allel
yapilan c¢alismada da  yiiksek oranda saptanmustir ve her iki popiilasyondaki
polimorfizm oldugu saptanmistir. Her iki  bantlarin ayni polimorfik allelleri paylastig
popiilasyon karsilastirildiginda (GT)g  bulunmustur. (CATA)ys mikrosatelit markorii
mikrosatelit markorii her iki popiilasonda da 2 kanola popiilasyonunda 6 polimorfik bant
polimorfik bant olusturmustur ve her iki bant  olusumu sonuglamis, bu polimorfik bantlardan
da ayni allelleri paylagmustir. (CA)g ve (GT)y  ikisi marul populasyonunda, bir tanesi de
her iki popiilasyonda da ayni sayida allel kanola populasyonunda saptanmamigtir
polimorfik band vermis olmasma ragmen, ikisi  (Cizelge 2).
ayni fakat bir tanesi L7 numarali izolat farkl

Cizelge 2. Marul populasyonunda mikrosatelit markorleri kullanilarak elde edilen polimorfik
allellerin, Mert-Tirk ve ark (2007) tarafindan kanoladan elde edilen populasyon ile
kargilagtirtlmasi.

Mikrosatelit Polimorfik allel | Onceki raporlar
Markor sayisi

(GT)s 2 2330 B¢
(CA), 3 3% 4% 2°
(G 3 3% 5P 2°
(TTA) 5 5% 5% 3¢
(TACA)0 1 4% 7% 4°
(CATA)s 5 6% 10°; 3°
(TATG), 3 1% 5% 3°
(AGAT)(AAGC), 6 9% 8" 4°

@ (Mert-Tiirk ve ark., 2007); ® Sirjusingh ve Kohn (2001); ¢ (Atallah ve ark., 2004)
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Mikrosatelit markorler kullanilarak daha

once birgok iilkeden ve farkli tarimsal
bitkilerden izolatlar toplanilarak yapilan
calismalarda  farkli  oranlarda  genetik

varyasyonlar saptanmistir. Ornegin (CATA),s
markdrii ile yapilan caligmada Sirjusingh ve
Kohn (2001) 10, Atallah ve ark., (2004) 3,
Mert-Tiirk ve ark. (2007) ise 6 adet polimorfik
allel saptamuglardir. Gerek (CATA),;s ve
gerekse diger mikrosatelit markorlerle yapilan
calismalarda elde edilen farkli sayilardaki
polimorfik bantlar ayni allelleri paylasiyor ya
da paylasmiyor olabilir. Bu sonug¢ bu
calismanin bir onceki kanola calismasiyla
karsilagtirmamizla da net bir sekilde
saptanabilmigtir. Bu ¢aligmalar sonucu elde
edilen bulgular genel olarak S. sclerotiorum
populasyonunda genetik varyasyon oldugu,
buna ek olarak farkli konukgulardan elde edilen
popiilasyonlar  karsilastirildiginda da  bazi
polimorfik alleleri paylasmadigi saptanmustir.

Bolgede daha oOnce marulda hastalik
etmeni ile yapilan MUG ¢alismasinda, fungal
populasyon i¢inde farkli MUGlar oldugu yani
genetik farkliligin var olabilecegini saptanmisti
(Mert-Tirk ve Mermer, 2004). Dolayisiyla
mikrosatelit markorleri ile yapilan c¢aligmalar,
MUG calismalar1 sonucu elde edilen verileri
destekler niteliktedir.
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