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ÖZ 
 

Hem dünyada hem de ülkemizde önemli tıbbi ve aromatik bitkiler arasında yer alan haşhaş (Papaver somniferum L.) 

bitkisinin tohumlarından ve yağından da gıda olarak yararlanılmaktadır. Bu çalışmada Isparta ilinden toplanan haşhaş 
tohumlarından izole edilen, haşhaşta kök boğazı ve kapsül yanıklığına neden olan Alternaria papavericola Woudenb. & 

Crous’nın moleküler karakterizasyonunun yapılması amaçlanmıştır. Bu amaçla rDNA’nın ITS (internal transcribed 
spacer) gen bölgesi ITS1 ve ITS4 evrensel primerleri kullanılarak çoğaltılmış ve dizilenmiştir. DNA nükleotid dizisi, 
NCBI GenBank veri tabanında BLAST işlemine sokulmuş ve veri tabanındaki diğer ilgili diziler ile karşılaştırılmıştır. 
Microsoft Office Word programı yardımı ile FASTA formatına çevrilen A.papavericola’nın DNA dizileri, MEGA 6.0 
programı kullanılarak Tamura-Nei modellemesiyle Maximum Likelihood (ML) metodu kullanılarak filogenetik ağaç 
oluşturulmuştur. 
 

Anahtar Kelimeler: Alternaria papavericola, haşhaş, moleküler 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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GİRİŞ 
 

Ranunculales takımı, Papaveraceae familyasına 
ait olan haşhaş (Papaver somniferum L.), hem 

dünyada hem de ülkemizde önemli tıbbi ve aromatik 
bitkiler arasında yer alan tek yıllık bir kültür 
bitkisidir. Haşhaşın kapsülünde ihtiva ettiği 
alkaloitlerinden (tebain, morfin, kodein vb.), %44-54 

arasında yağ ihtiva eden tohumundan (pasta ve börek 
yapımında, çerez olarak, yağ endüstrisinde), 

küspesinden (hayvan yemi) ve sapından (yakacak 

olarak) faydalanılmaktadır [1]. 

Son yıllarda yapılan çalışmalarda haşhaşta çeşitli 

fungal, bakteriyel ve viral etmenlerin sebep olduğu 
hastalıklar nedeniyle verim ve ürün kayıplarının 

oluştuğu bildirilmektedir [2]. Alternaria cinsinin 
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yeniden tanımlanması ile ilgili yapılan çalışmada 
Alternaria papavericola Woudenb. & Crous, 2013 

(Helminthosporium papaveris Sawada, 1917; 

Dendryphion papaveris (Saw.) Sawada, 1959; 

Brachycladium papaveris (Saw.) Shoemaker & 

Inderb., 2006) olarak tanımlanan etmenin [3], 

haşhaşta kök boğazı ve kapsül yanıklığına sebep 

olarak önemli ürün ve verim kayıplarına neden 
olduğu bildirilmiştir [4-6]. 

Mraz [4], bu hastalığın Rusya’da, özellikle çok 
yağışlı ve sıcak zamanlarda haşhaşta %98 oranında 
saptandığını, 1000 kg/ha verim beklenirken 

hastalıktan dolayı 655 kg/ha ürün alındığını ve 

etmenin tohumla taşındığını bildirmiştir. Ülkemizde 
de, Afyonkarahisar ilinde, kök boğazı yanıklığı 
zararının 1976 yılında yaygın olarak görüldüğü ve 
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etmenin (A.papavericola) yüksek oranda tohumla 
taşındığı tespit edilmiştir [6]. Yine, Inderbitzin vd. 

[7]’da Türkiye’deki haşhaş tohumlarından 
A.papavericola’yı izole etmişlerdir. Uşak ilinde, 
haşhaş bitkisinde kapsül yanıklığına neden olan 

hastalık etmenlerini saptamak amacıyla hastalıklı 
bitkilerin tohum, gövde ve kapsül kısmından 

izolasyonlar yapılmış ve izolasyonlarda 
A.papavericola, Alternaria spp. ve Cladosporium 

spp. elde edilmiştir [8]. 

Birçok fungus hem eşeysiz hem de eşeyli üreme 
özelliğine sahiptir ve günümüzde funguslar üreme 
durumlarına göre iki şekilde sınıflandırılmaktadır. 
Bunlardan birincisi, fungusların yaşam döngülerinin 
eşeyli (seksüel) üreme safhalarında oluşturdukları 
eşeyli sporları, tallus yapıları ve fruktifikasyon 

yapıları kriter alınarak gerçekleştirilen teleomorfik 

sınıflandırmadır. İkinci sınıflandırmada ise eşeyli 
üreme yapıları tespit edilemediği için, bazı funguslar 
eşeysiz sporları ve tallus yapıları göz önüne 
alınmaktadır ve bu sınıflandırma biçimi de anamorfik 

sınıflandırma olarak adlandırılmaktadır [9]. 

Anamorfik sınıflandırma gözlemlere dayalıdır, fazla 

zaman almaktadır ve hata yapma olasılığı daha 

fazladır. Morfolojik olarak yapılan sınıflandırmada 
bazen aynı taksona iki farklı isim verilebilmekte ve 

hatta farklı organizmalara aynı ismin verilmesi 
mümkün olabilmektedir. Böyle karışıklıkların 
önlenmesi için güvenilirliğinden dolayı moleküler 
yöntemler günümüzde sıklıkla kullanılmaya 
başlamıştır. Moleküler yöntemlerde çoğunlukla 

kullanılan molekül DNA’dır ve DNA ile yapılan 
araştırmalar daha hızlı ve güvenilir sonuçlara 
ulaşmamızı sağlayabilmektedir [10]. Kary Mullis 

tarafından 1980’ler de Polimeraz zincir 

reaksiyonunun (PCR) keşfedilmesiyle birlikte [11], 

funguslarla ilgili moleküler çalışmalar hız kazanmış 
ve fungal taksonomi ile ilgili son derece önemli yeni 
bilgiler ortaya çıkmıştır. Moleküler çalışmalar, fungal 
taksonomik sorunları tamamen çözmemekle birlikte 
çok önemli katkılar yapmıştır. Bu çalışmalar 
sonucunda yeni taksonlar (şube, sınıf, takım, familya, 
cins) önerilmektedir. Fungal türler arasındaki 
polimorfik DNA dizilerinden biri olan ITS (Internal 

Transcribed Spacer) bölgesi, bir türün doğru olarak 
tespiti açısından oldukça iyi bir aday olarak 

görülmekte ve bu uygulama ile diğer tüm türlerden 
büyük ölçüde ayrılabilmektedirler. Nispeten küçük 
(500-800 bp) olan ITS bölgesi ve evrensel tek bir 
primer çifti kullanılarak PCR ile kolaylıkla 
çoğaltılabilmektedir. Yine ribozomal DNA (rDNA) 

birimlerinin çok sayıda tekrarlarının olması 
nedeniyle, seyreltik ya da oldukça degrade olmuş 
DNA örneklerinden bile ITS bölgesi kolaylıkla 
çoğaltılabilmektedir. Ayrıca, farklı türler arasında 

ITS bölgesi yeterince değişken olabilmekte ve bu 
nedenle nükleotit dizi verileri genetik uzaklığı tahmin 
etmek için kullanılabilmekte ve bu yüzden filogenetik 
ve sistematik analizler için oldukça kullanışlıdır. 
Belirtilen bu nedenlerden dolayı fungusların 

moleküler karakterizasyon çalışmalarında ITS 

bölgesi kullanılmaktadır [12, 13]. 

Bu araştırmada, önemli haşhaş üretim alanına 
sahip Isparta ilinde haşhaş tohumlarından izole edilen 
Alternaria papavericola’nın moleküler 
karakterizasyonunun yapılması amaçlanmıştır. 

 

MATERYAL VE METOT 
 

Materyal 
Çalışmanın materyalini, Isparta ilindeki haşhaş 

yetiştiricilerinden temin edilen haşhaş tohum 

örnekleri ile onlardan izole edilen Alternaria 

papavericola oluşturmuştur. 
 

Metot 
Çalışmada, 2016 yılında haşhaş yetiştiriciliği 

yapılan Isparta ilinden 3 farklı haşhaş tohum örneği 
toplanmış ve bu tohumlar izolasyon yapılıncaya 
kadar buzdolabında +4℃’de muhafaza edilmiştir. 

Haşhaş tohumlarında fungal floranın 
saptanmasında Eken vd. [14]’nin kullandığı agar 
yöntemi kullanılmıştır. Her örnekten rastgele seçilen 
100 adet haşhaş tohumu iki dakika %2’lik NaOCl ile 

yüzey dezenfeksiyonu yapıldıktan sonra üç kez steril 
saf su ile durulanıp kurutma kağıtları arasında steril 
kabinde kurutulmuş ve Patates Dekstroz Agar (PDA) 

ortamı bulunan her bir petriye 10’ar adet haşhaş 
tohumu eşit aralıklarla yerleştirilmiştir. Petriler iki 
gün inkübatörde bırakılıp, daha sonra bir hafta süre 
ile 18-22℃’de 12 saat aydınlık 12 saat karanlık 
şartlarda inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 

periyodu sonunda, gelişen Alternaria kolonileri 

preparat yapmak sureti ile ışık mikroskobunda 
incelenerek, mevcut literatüre [3] göre tür düzeyinde 
tanıları yapılmıştır. Tanısı yapılmış fungus kültürleri 
PDA içeren test tüplerine aktarılıp, +10℃’de 

muhafaza edilmiştir. 
PDA ortamında 10 gün süreyle geliştirilmiş 

A.papavericola’nın temsili (H7-4) izolatından steril 
bistüri ile miselyumlar kazınarak tüm DNA 
izolasyonları gerçekleştirilmiştir. DNA izolasyonu 
amacıyla 100 mg miselyum, sıvı azot kullanılarak toz 

haline getirilmiş ve EurX GeneMATRIX Plant & 

Fungi DNA kitleri (Polonya) kullanılarak üretici 
firma protokolüne göre izole edilmiştir. İzole edilen 
DNA’lardan, rDNA’nın ITS bölgesi ITS1 (5’-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ve ITS4 (5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) [12] primer 

çiftleri kullanılarak amplifiye edilmiştir. ITS rDNA 
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amplifikasyonu 95℃’de 5 dk; 40 döngü 95℃’de 45s, 

57℃’de 45s ve 72℃’de 1 dk; sonra 72℃’de 5 dk; 

son sıcaklık 4℃ şeklinde uygulanmıştır. Örneğin 
dizilenmesi için BM Labosis (Ankara) firmasından 
hizmet alımı yapılmıştır. Primerlerden elde edilen 
okumalar, bir konsensüs dizisi oluşturmak için bitişik 
olarak oluşturulmuştur. Bu işlemi gerçekleştirmek 
için BioEdit [15] yazılımındaki CAP contig 
algoritması kullanılmıştır. Fungus moleküler 
tanısında, elde edilen contig diziler NCBI (National 

Center for Biotechnology Information) GenBank’da 

BLAST işlemine sokulmuş ve moleküler olarak tür 
tayini yapılmıştır. 

Bu çalışmada dizileri elde edilen A.papavericola 

izolatı ve NCBI GenBank’dan dizileri alınan 

A.papavericola izolatlarının (Çizelge 1) filogenetik 

ilişkilerini ortaya çıkarmak için tüm dünyada yaygın 
olarak kullanılan MEGA 6.0 [16] filogenetik analiz 

yazılımının uygun parametreleri kullanılmıştır. Bu 

parametrelerden Maximum Likelihood (ML) 

seçilmiştir. Verilen sınıflar için destek derecesini 
değerlendirmek için bir bootstrap analizi (1.000 
tekrar) uygulanmıştır [17]. Filogenetik ağaçta dış 
grup olarak kullanılan Exserohilum turcicum 

(OR053748.1) türünün ITS dizisi NCBI 
GenBank’dan alınmıştır. Ayrıca belirtilen program 

ile A.papavericola izolatları arasındaki genetik 
uzaklık, nükleotid içeriği, nükleotit çeşitliliği gibi 
veriler elde edilmiştir. 

 

Çizelge 1. Filogenetik analizlerde referans olarak 
NCBI GenBank’tan sekans dizilimleri alınan 
izolatlar ve GenBank erişim numaraları 

İzolat Kodu Ülke GenBank Erişim Numarası 
CBS 116606 ABD MH862999.1 

P351 ABD FJ357310.1 

Unk3-s HU Macaristan JQ403622.1 

Bot-s HU Macaristan JQ403618.1 

1S T2 Türkiye MZ520712.1 

M6 K4 Türkiye MZ520711.1 

KC122 Çek Cumhuriyeti LN868505.1 

 

BULGULAR VE TARTIŞMA 

Çalışma süresince, Burdur ilinden temin edilen 

300 adet haşhaş tohumundan izolasyon yapılmış ve 
19 Alternaria papavericola izolatı elde edilmiştir. 
Haşhaş tohumlarından A.papavericola izolasyon 

sıklığı yani bulaşıklık oranı %6.33 olarak 

saptanmıştır. 
Alternaria papavericola izolatlarından temsili 

olarak seçilen H7-4 izolatının moleküler 
karakterizasyonu yapılmıştır. H7-4 izolatının ITS 
bölgesinin dizilenmesi sonucu 611 baz nükleotid 
dizisi elde edilmiştir (Çizelge 2). Bu dizilerin NCBI 

GenBank’da BLAST analizi yapıldığında H7-4 no.lu 

izolatın ITS bölgelerine ait nükleotid dizileri daha 

önce NCBI GenBank’a kaydedilen 

A.papavericola’nın tip türü CBS 116606 izolatı ile 
%99.13 (Erişim No: MH862999.1) benzerlik 

göstermiştir. Alternaria papavericola H7-4 izolatının 
DNA dizilimleri NCBI GenBank veri tabanına 
yüklenerek erişim numarası alınmıştır. İlgili izolatın 
erişim numarası MN503269.1’dır. Ortalama nükleotit 
oranı Timin (%28.2), Sitozin (%23.9), Adenin 

(%23.6) ve Guanin için (%24.4) olarak tespit 
edilmiştir (Çizelge 2). MEGA 6.0 programı 
kullanılarak oluşturulan genetik uzaklık matrisinde 
en düşük mesafe 0.000 en yüksek mesafe 0.004 tespit 
edilmiştir (Çizelge 3). 

 

Çizelge 2. Alternaria papavericola izolatlarının 
nükleotit kompozisyonları 

İzolat 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 23,2 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 

 

Çizelge 3. ITS dizi sekansları kullanılarak oluşturulan 
genetik uzaklık matrisi 

H7-4 -       

CBS 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 izolatı ile NCBI 
GenBank veri tabanından alınan A.papavericola 

izolatları arasındaki akrabalık ilişkilerini belirlemek 
için ITS dizileri, MEGA 6.0 programı kullanılarak 
Tamura-Nei modellemesiyle Maximum Likelihood 

(ML) metodu kullanılarak oluşturulan filogenetik 
ağacında dış grup Exserohilum turcicum 

(OR053748.1) hariç bütün A.papavericola izolatları 
aynı monofiletik grupta yer almıştır (Şekil 1). 

Çalışma sonuçları, izolatların tanılanmasında ITS gen 

bölgesinin oldukça yararlı bilgiler sağladığını 
göstermiştir. 

Funguslarda morfolojik tanılama; konukçu 
özelleşmesi, besi ortamı, konidi büyüklüğü ve şekli, 
kültür gelişimi ve rengi, eşeyli üreme yapısının olup 
olmamasına ve diğer özelliklerine göre 
yapılmaktadır. Morfolojik tanılama stabil değildir, 
çevre koşullarına göre değişebilmektedir. Moleküler 
tekniklerin çoğu, çeşitli seviyelerde genomik 
polimorfizmlerin saptanması ve tiplendirilmesine 
dayanmaktadır. Fungal sistematikte en çok tercih 
edilen bölge rDNA birimi içinde yer alan ITS 

bölgesidir. Kodlanmayan bölge olan ITS daha hızlı 
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evrim geçiren bir bölge olup bir tür içindeki suşların 
ya da bir cins içindeki fungal türlerin karşılaştırılması 
için oldukça kullanışlıdır [18]. rDNA ITS gen 
bölgesinin fungal taksonomide kabul gören resmi bir 
moleküler barkod haline gelmesiyle moleküler 
tanılama hızlı ve daha doğru sonuçlar vermektedir 
[19]. Günümüzde, birçok fungus türünün ve alt 
gruplarının sınıflandırılmasında moleküler 
yöntemlerden en uygun yöntemin rDNA-ITS dizi 

analizinin olduğu kabul görmekte ve filogenetik 
ilişkilerinin belirlenmesi için uygun bir moleküler 
yöntem olarak kullanılmaktadır [8, 20-27]. Bununla 

birlikte, bazen tanı için sadece bu gen bölgesi yeterli 
olmamakta ve TEF1-α, TUB2 [28-32] gibi başka gen 
bölgelerinin tanılama ve taksonomik çalışmalara 
dâhil edilmesi kabul görmektedir. 

 

 

Şekil 1. Alternaria papavericola izolatlarının ITS gen 
bölgesinin Tamura-Nei modellemesiyle 

Maximum Likelihood (ML) metodu 

kullanılarak oluşturulan filogenetik ağaç 

(çalışmada elde edilen izolat kırmızı renkli 
gösterilmiştir) 

 

SONUÇ 

Fungal sınıflandırma çalışmalarında, yeterli ve 
güvenilir sonuçlara ulaşmak için sadece geleneksel 
yöntemlerin (morfolojik, biyokimyasal vb.) 
kullanılması günümüzde kabul gören bir uygulama 
olmaktan çıkmaktadır. Bu araştırmada, fungal 
taksonomide yaygın olarak kullanılan, nükleer 
ribozomal RNA (rRNA) gen kompleksi olan Internal 

Transcribed Spacer (ITS) gen bölgesi kullanılmıştır. 
rDNA ITS gen bölgesi fungus taksonomisi 
çalışmalarında tür tespiti ve türler arası ilişkilerde 
sıklıkla kullanılmaktadır. Funguslarda morfolojik 

tanımlama; konukçu özelleşmesi, besi ortamı, konidi 
büyüklüğü ve şekli, kültür gelişimi ve rengi, 
teleomorf yapısının olup olmamasına ve diğer 
özelliklerine göre yapılmaktadır. Fungusların 

morfolojik olarak tanımlanmasında kullanılan bazı 
yapıları çevre koşullarına göre değişiklik 
gösterebilmektedir. Bu nedenle fungusların sadece 

morfolojik olarak tanılanması her zaman doğru 
olmayabileceğinden, tanılamanın hem morfolojik 

hem de moleküler düzeyde olması daha uygundur. 

Morfolojik ve moleküler tanılamanın birbirini 

desteklemesi gerekmektedir. 
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