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Alternaria papavericola’min Molekiiler Karakterizasyonu
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Hem diinyada hem de iilkemizde 6nemli tibbi ve aromatik bitkiler arasinda yer alan hashas (Papaver somniferum L.)
bitkisinin tohumlarindan ve yagindan da gida olarak yararlanilmaktadir. Bu ¢aligmada Isparta ilinden toplanan hashas
tohumlarindan izole edilen, hashasta kok bogazi ve kapsiil yanikligina neden olan Alternaria papavericola Woudenb. &
Crous’nin molekiiler karakterizasyonunun yapilmas: amaglanmistir. Bu amagla rtDNA’nin ITS (internal transcribed
spacer) gen bolgesi ITS1 ve ITS4 evrensel primerleri kullanilarak ¢ogaltilmis ve dizilenmistir. DNA niikleotid dizisi,
NCBI GenBank veri tabaninda BLAST islemine sokulmus ve veri tabanindaki diger ilgili diziler ile karsilastirilmistir.
Microsoft Office Word programi yardimi ile FASTA formatina gevrilen A.papavericola’nin DNA dizileri, MEGA 6.0
programu kullanilarak Tamura-Nei modellemesiyle Maximum Likelihood (ML) metodu kullanilarak filogenetik agag
olusturulmustur.

Anahtar Kelimeler: Alternaria papavericola, hashas, molekiiler karakterizasyon

Molecular Characterization of Alternaria papavericola, the Causal Agent of Crown and Capsule Blight of Poppy
(Papaver somniferum)

ABSTRACT

Both globally and in our country, the poppy (Papaver somniferum L.) is a significant medicinal and aromatic plant, with
its seeds and oil serving as food. This work aimed to molecularly characterize Alternaria papavericola Woudenb. &
Crous, the fungus that causes crown and capsule blight in poppies. The fungus was isolated from poppy seeds that were
collected from the province of Isparta. For this purpose, the ITS (internal transcribed spacer) gene region of rDNA was
amplified and sequenced using ITS1 and ITS4 universal primers. The DNA nucleotide sequence was BLASTed in the
NCBI GenBank database and compared with other related sequences in the database. The DNA sequences of
A.papavericola were converted to FASTA format with the help of the Microsoft Office Word program, and a phylogenetic
tree was constructed using the Maximum Likelihood (ML) method with Tamura-Nei modeling using the MEGA 6.0
program.
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GIRIS

Ranunculales takimi, Papaveraceae familyasina
ait olan hashas (Papaver somniferum L.), hem
diinyada hem de iilkemizde énemli tibbi ve aromatik
bitkiler arasinda yer alan tek yillik bir kiiltiir
bitkisidir. Hashagin kapsiilinde ihtiva ettigi
alkaloitlerinden (tebain, morfin, kodein vb.), %44-54
arasinda yag ihtiva eden tohumundan (pasta ve borek
yapiminda, ¢erez olarak, yag endiistrisinde),
kiispesinden (hayvan yemi) ve sapindan (yakacak
olarak) faydalanilmaktadir [1].

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda hashasta cesitli
fungal, bakteriyel ve viral etmenlerin sebep oldugu
hastaliklar nedeniyle verim ve iiriin kayiplarinin
olustugu bildirilmektedir [2]. Alternaria cinsinin
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yeniden tanmmlanmasi ile ilgili yapilan g¢alismada
Alternaria papavericola Woudenb. & Crous, 2013
(Helminthosporium  papaveris ~ Sawada, 1917,
Dendryphion papaveris (Saw.) Sawada, 1959;
Brachycladium papaveris (Saw.) Shoemaker &
Inderb., 2006) olarak tanimlanan etmenin [3],
hashasta kok bogazi ve kapsiil yanikligina sebep
olarak Onemli {irlin ve verim kayiplarma neden
oldugu bildirilmistir [4-6].

Mraz [4], bu hastaligin Rusya’da, 6zellikle ¢ok
yagishi ve sicak zamanlarda hashasta %98 oraninda
saptandigimmi, 1000 kg/ha verim beklenirken
hastaliktan dolayr 655 kg/ha iiriin alindigim ve
etmenin tohumla tasindigini bildirmistir. Ulkemizde
de, Afyonkarahisar ilinde, kdk bogazi yaniklig
zararmin 1976 yilinda yaygin olarak goriildiigii ve
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etmenin (A.papavericola) yiksek oranda tohumla
tagindig1 tespit edilmistir [6]. Yine, Inderbitzin vd.
[7’da  Tirkiye’deki ~ hashas  tohumlarindan
A.papavericola’yr izole etmislerdir. Usak ilinde,
hashas bitkisinde kapsiil yanikligina neden olan
hastalik etmenlerini saptamak amaciyla hastalikll
bitkilerin tohum, goévde ve kapsil kismindan
izolasyonlar yapilmis ve izolasyonlarda
A.papavericola, Alternaria spp. ve Cladosporium
spp. elde edilmistir [8].

Birgok fungus hem eseysiz hem de eseyli iireme
ozelligine sahiptir ve giiniimiizde funguslar iireme
durumlarina gore iki sekilde siniflandiriimaktadir.
Bunlardan birincisi, funguslarin yagam dongiilerinin
eseyli (seksiiel) iireme safhalarinda olusturduklar
eseyli sporlari, tallus yapilar1 ve fruktifikasyon
yapilart kriter alinarak gergeklestirilen teleomorfik
siniflandirmadir. Ikinci siniflandirmada ise eseyli
iireme yapilar tespit edilemedigi icin, baz1 funguslar
eseysiz sporlar1 ve tallus yapilarnn goéz Oniine
almmaktadir ve bu siniflandirma bi¢imi de anamorfik
siiflandirma  olarak  adlandirilmaktadir  [9].
Anamorfik siniflandirma gézlemlere dayalidir, fazla
zaman almaktadir ve hata yapma olasiligi daha
fazladir. Morfolojik olarak yapilan smiflandirmada
bazen ayni taksona iki farkli isim verilebilmekte ve
hatta farkli organizmalara ayni ismin verilmesi
miimkiin  olabilmektedir. Boyle karigikliklarin
Onlenmesi i¢in giivenilirliginden dolayr molekiiler
yontemler  giinimiizde  siklikla  kullanilmaya
baglamistir. Molekiiler yontemlerde c¢ogunlukla
kullanilan molekiil DNA’dir ve DNA ile yapilan
arastirmalar daha hizli ve giivenilir sonuglara
ulasmamizi saglayabilmektedir [10]. Kary Mullis
tarafindan  1980’ler de  Polimeraz  zincir
reaksiyonunun (PCR) kesfedilmesiyle birlikte [11],
funguslarla ilgili molekiiler ¢aligmalar hiz kazanmig
ve fungal taksonomi ile ilgili son derece dnemli yeni
bilgiler ortaya ¢ikmistir. Molekiiler caligmalar, fungal
taksonomik sorunlari tamamen ¢ézmemekle birlikte
¢ok oOnemli katkilar yapmustir. Bu ¢aligmalar
sonucunda yeni taksonlar (sube, sinif, takim, familya,
cins) Onerilmektedir. Fungal tiirler arasindaki
polimorfik DNA dizilerinden biri olan ITS (Internal
Transcribed Spacer) bolgesi, bir tiiriin dogru olarak
tespiti acisindan oldukca iyi bir aday olarak
goriilmekte ve bu uygulama ile diger tiim tiirlerden
bliyiik 6l¢iide ayrilabilmektedirler. Nispeten kiigiik
(500-800 bp) olan ITS bdlgesi ve evrensel tek bir
primer ¢ifti kullamilarak PCR ile kolaylikla
cogaltilabilmektedir. Yine ribozomal DNA (rDNA)
birimlerinin ¢ok sayida tekrarlarinin  olmasi
nedeniyle, seyreltik ya da olduk¢a degrade olmus
DNA orneklerinden bile ITS bdlgesi kolaylikla
cogaltilabilmektedir. Ayrica, farkli tiirler arasinda
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ITS bolgesi yeterince degisken olabilmekte ve bu
nedenle niikleotit dizi verileri genetik uzakligi tahmin
etmek i¢in kullanilabilmekte ve bu yilizden filogenetik
ve sistematik analizler i¢in oldukca kullanighdir.
Belirtilen bu nedenlerden dolayr funguslarin
molekiiler karakterizasyon ¢alismalarinda ITS
bolgesi kullanilmaktadir [12, 13].

Bu arastirmada, onemli hashag tiretim alanina
sahip Isparta ilinde haghag tohumlarindan izole edilen
Alternaria papavericola’nin molekiiler
karakterizasyonunun yapilmasi amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT

Materyal

Calismanin materyalini, Isparta ilindeki hashas
yetistiricilerinden temin edilen hashas tohum
ornekleri ile onlardan izole edilen Alternaria
papavericola olusturmustur.

Metot

Calismada, 2016 yilinda hashas yetistiriciligi
yapilan Isparta ilinden 3 farkli hashas tohum 6rnegi
toplanmig ve bu tohumlar izolasyon yapilincaya
kadar buzdolabinda +4°C’de muhafaza edilmistir.

Haghas tohumlarinda fungal floranin
saptanmasinda Eken vd. [14]’nin kullandig1 agar
yontemi kullanilmistir. Her 6rnekten rastgele segilen
100 adet hashag tohumu iki dakika %2’lik NaOCl ile
yiizey dezenfeksiyonu yapildiktan sonra ii¢ kez steril
saf su ile durulanip kurutma kagitlar1 arasinda steril
kabinde kurutulmus ve Patates Dekstroz Agar (PDA)
ortami bulunan her bir petriye 10’ar adet hashas
tohumu esit araliklarla yerlestirilmistir. Petriler iki
giin inkiibatdrde birakilip, daha sonra bir hafta siire
ile 18-22°C’de 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
sartlarda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
periyodu sonunda, gelisen Alternaria kolonileri
preparat yapmak sureti ile 151k mikroskobunda
incelenerek, mevcut literatiire [3] gore tiir diizeyinde
tanilar1 yapilmistir. Tanis1 yapilmis fungus kiiltiirleri
PDA igeren test tiiplerine aktarilip, +10°C’de
muhafaza edilmistir.

PDA ortaminda 10 giin siireyle gelistirilmis
A.papavericola’nin temsili (H7-4) izolatindan steril
bistiiri ile miselyumlar kazinarak tiim DNA
izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. DNA izolasyonu
amaciyla 100 mg miselyum, sivi azot kullanilarak toz
haline getirilmis ve EurX GeneMATRIX Plant &
Fungi DNA Kkitleri (Polonya) kullanilarak {iretici
firma protokoliine gore izole edilmistir. izole edilen
DNA’lardan, rDNA’nin ITS bolgesi ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ve ITS4 (5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") [12] primer
ciftleri kullanilarak amplifiye edilmistir. ITS rDNA
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amplifikasyonu 95°C’de 5 dk; 40 dongii 95°C’de 45s,
57°C’de 45s ve 72°C’de 1 dk; sonra 72°C’de 5 dk;
son sicaklik 4°C seklinde uygulanmistir. Ornegin
dizilenmesi igin BM Labosis (Ankara) firmasindan
hizmet alimi1 yapilmistir. Primerlerden elde edilen
okumalar, bir konsensiis dizisi olusturmak i¢in bitisik
olarak olusturulmustur. Bu islemi gerceklestirmek
icin BioEdit [15] yazilimindaki CAP contig
algoritmas1  kullanilmistir.  Fungus  molekiiler
tanisinda, elde edilen contig diziler NCBI (National
Center for Biotechnology Information) GenBank’da
BLAST islemine sokulmus ve molekiiler olarak tiir
tayini yapilmistir.

Bu calismada dizileri elde edilen A.papavericola
izolati ve NCBI GenBank’dan dizileri alman
A.papavericola izolatlarinin (Cizelge 1) filogenetik
iligkilerini ortaya ¢ikarmak i¢in tiim diinyada yaygin
olarak kullanilan MEGA 6.0 [16] filogenetik analiz
yaziliminin uygun parametreleri kullanilmistir. Bu
parametrelerden Maximum Likelihood (ML)
secilmistir. Verilen siniflar i¢in destek derecesini
degerlendirmek i¢in bir bootstrap analizi (1.000
tekrar) uygulanmistir [17]. Filogenetik agagta dis
grup olarak kullanilan Exserohilum turcicum
(OR053748.1)  tiriiniin =~ ITS  dizisi NCBI
GenBank’dan alinmistir. Ayrica belirtilen program
ile A.papavericola izolatlar1 arasindaki genetik
uzaklik, niikleotid igerigi, niikleotit cesitliligi gibi
veriler elde edilmistir.

Cizelge 1. Filogenetik analizlerde referans olarak
NCBI GenBank’tan sekans dizilimleri alinan
izolatlar ve GenBank erisim numaralari

izolat Kodu Ulke GenBank Erisim Numarasi
CBS 116606 ABD MH862999.1

P351 ABD FJ357310.1
Unk3-s HU Macaristan JQ403622.1

Bot-s HU Macaristan JQ403618.1

1S T2 Tiirkiye MZ520712.1

M6 K4 Tiirkiye MZ520711.1

KC122 Cek Cumbhuriyeti LN868505.1

BULGULAR VE TARTISMA

Caligma siiresince, Burdur ilinden temin edilen
300 adet haghas tohumundan izolasyon yapilmis ve
19 Alternaria papavericola izolat1 elde edilmistir.
Hashas tohumlarindan A.papavericola izolasyon
sikligst ~yani bulasikhik oram1  %6.33  olarak
saptanmistir.

Alternaria papavericola izolatlarindan temsili
olarak  segilen = H7-4  izolatinn  molekiiler
karakterizasyonu yapilmistir. H7-4 izolatimin ITS
bolgesinin dizilenmesi sonucu 611 baz niikleotid
dizisi elde edilmistir (Cizelge 2). Bu dizilerin NCBI
GenBank’da BLAST analizi yapildiginda H7-4 no.lu
izolatin ITS bdlgelerine ait niikleotid dizileri daha
once NCBI GenBank’a kaydedilen

A.papavericola’nin tip tiiri CBS 116606 izolati ile
%99.13 (Erisim  No: MH862999.1) benzerlik
gostermistir. Alternaria papavericola H7-4 izolatinin
DNA dizilimleri NCBI GenBank veri tabanina
yiiklenerek erisim numaras1 alinmstir. ilgili izolatin
erisim numarast MN503269.1°dir. Ortalama niikleotit
orani Timin (%28.2), Sitozin (%23.9), Adenin
(%23.6) ve Guanin igin (%24.4) olarak tespit
edilmistir (Cizelge 2). MEGA 6.0 programi
kullanilarak olusturulan genetik uzaklik matrisinde
en diisiik mesafe 0.000 en yiiksek mesafe 0.004 tespit
edilmistir (Cizelge 3).

Cizelge 2. Alternaria papavericola izolatlarinin
niikleotit kompozisyonlari

Izolat Kodu T(U) C A G Toplam
H7-4 28,2 23,9 23,6 24,4 611,0
CBS 116606 28,0 24,5 23,3 24,3 576,0
P351 28,3 24,9 22,6 24,2 579,0
Unk3-s HU 25,9 23,2 24,0 26,9 1154,0
Bot-s HU 25,9 232 24,5 26,4 1099,0
1S T2 25,7 23,1 24,5 26,7 1116,0
M6 K4 25,6 23,1 24,6 26,7 1116,0
KC122 28,5 24,6 22,8 24,1 569,0
Ortalama 26,6 23,6 23,9 25,8 852,5

Cizelge 3. ITS dizi sekanslar1 kullanilarak olusturulan
genetik uzaklik matrisi

H7-4 -
ICBS 116606 0,002

P351 0,000 | 0,002

Unk3-s HU| 0,000 | 0,002 | 0,000

Bot-s HU | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002

1S T2 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002

M6 K4 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,002
KC122 | 0,000 | 0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | 0,002 | 0,004

Alternaria papavericola H7-4 izolat1 ile NCBI
GenBank veri tabanindan alinan A.papavericola
izolatlar1 arasindaki akrabalik iliskilerini belirlemek
icin ITS dizileri, MEGA 6.0 programi kullanilarak
Tamura-Nei modellemesiyle Maximum Likelihood
(ML) metodu kullanilarak olusturulan filogenetik
agacinda dis grup  Exserohilum  turcicum
(OR053748.1) harig biitiin A.papavericola izolatlart
aynt monofiletik grupta yer almistir (Sekil 1).
Calisma sonuglari, izolatlarin tanilanmasinda ITS gen

bolgesinin  olduk¢a yararli bilgiler sagladigim
gostermistir.
Funguslarda morfolojik tanilama; konukgu

Ozellesmesi, besi ortami, konidi biiylikligii ve sekli,
kiiltiir gelisimi ve rengi, eseyli iireme yapisinin olup
olmamasmma ve  diger  Ozelliklerine  gore
yapilmaktadir. Morfolojik tanilama stabil degildir,
cevre kosullarina gore degisebilmektedir. Molekiiler
tekniklerin ¢ogu, c¢esitli seviyelerde genomik
polimorfizmlerin saptanmast ve tiplendirilmesine
dayanmaktadir. Fungal sistematikte en ¢ok tercih
edilen bolge rDNA birimi i¢inde yer alan ITS
bolgesidir. Kodlanmayan bolge olan ITS daha hizh

321



C. EKEN / BAHCE 54 (Ozel Say1 1): 319-323 (2025)

evrim gegiren bir bolge olup bir tiir igindeki suslarin
ya da bir cins i¢indeki fungal tiirlerin karsilagtirilmast
icin oldukca kullanmighdir [18]. rDNA ITS gen
bolgesinin fungal taksonomide kabul goren resmi bir
molekiiler barkod haline gelmesiyle molekiiler
tanilama hizli ve daha dogru sonuglar vermektedir
[19]. Giiniimiizde, bir¢ok fungus tiiriiniin ve alt
gruplariin siniflandirilmasinda molekiiler
yontemlerden en uygun yontemin rDNA-ITS dizi
analizinin oldugu kabul gérmekte ve filogenetik
iligkilerinin belirlenmesi i¢in uygun bir molekiiler
yontem olarak kullanilmaktadir [8, 20-27]. Bununla
birlikte, bazen tan1 i¢in sadece bu gen bolgesi yeterli
olmamakta ve TEF1-a, TUB2 [28-32] gibi bagka gen
bolgelerinin tanilama ve taksonomik calismalara
dahil edilmesi kabul gérmektedir.

Alternaria papavericola izolat H7-4
60 |Alternaria papavericola izolat P351
ﬁ;henmrm papavericola izolat Unk3-s HU

Alternaria papavericala fzolat KC122
Alternaria papavericola izolat CBS 116606
Alternaria papavericola izolat Bot-s_HU

}ﬁifrewmrm papavericola izolat M6_K4
Alternaria papavericala fzolat 15_T2

Digzrup

Exserahilum turcicum izolat K14a2

0.01

Sekil 1. Alternaria papavericola izolatlarinin ITS gen
bolgesinin ~ Tamura-Nei  modellemesiyle
Maximum  Likelihood (ML) metodu
kullanilarak olusturulan filogenetik agac
(calismada elde edilen izolat kirmizi renkli
gosterilmistir)

SONUC

Fungal siniflandirma calismalarinda, yeterli ve
giivenilir sonuglara ulasmak icin sadece geleneksel
yontemlerin  (morfolojik,  biyokimyasal  vb.)
kullanilmasi glinimiizde kabul gdren bir uygulama
olmaktan ¢ikmaktadir. Bu arastirmada, fungal
taksonomide yaygin olarak kullanilan, niikleer
ribozomal RNA (rRNA) gen kompleksi olan Internal
Transcribed Spacer (ITS) gen bolgesi kullanilmigtir.
rDNA ITS gen bolgesi fungus taksonomisi
caligsmalarinda tiir tespiti ve tiirler arasi iliskilerde
siklikla kullanilmaktadir. Funguslarda morfolojik
tanimlama; konukcu 6zellesmesi, besi ortami, konidi
buytkligii ve sekli, kiltir gelisimi ve rengi,
teleomorf yapisinin olup olmamasma ve diger
Ozelliklerine gore yapilmaktadir. Funguslarin
morfolojik olarak tanimlanmasinda kullamlan bazi
yapilart  ¢evre  kosullarina  gore  degisiklik
gosterebilmektedir. Bu nedenle funguslarin sadece
morfolojik olarak tanilanmasi her zaman dogru
olmayabileceginden, tanilamanin hem morfolojik
hem de molekiiler diizeyde olmasi daha uygundur.
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Morfolojik ve molekiiler tanilamanin birbirini
desteklemesi gerekmektedir.

TESEKKUR

Bu calisma TENMAK-NUKEN imkanlariyla
yiiriitilen A2.H1.P16 numarali projenin bir
bolimidiir. Desteklerinden dolay1 TENMAK’a
tesekkiirlerimizi sunariz.
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