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OZET: Bu caligma kapsaminda iilkemizde sogan iiretimi ile iliskili farkli Fusarium tiirleri arasindaki genetik
akrabalilk PCR-RFLP yontemi ile arastirilmistir. F. oxysporum, F. solani, F. acuminatum, F. equiseti, F.
proliferatum, F. redolens ve F. culmorum’ u temsil eden 42 fungus izolatinin ribozomal DNA ITS bdlgesi
ITS1/4 primerleri ile ¢ogaltildiktan sonra Hinfl, Alul, Mspl, EcoRI restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. PCR
analizi sonucunda tiim izolatlardan 550-570 bp biylikliglinde tek bir DNA fragmenti ¢ogaltilmistir. Enzim
kesimleri ise Fusarium tiirlerinin birbirinden ayrilmasimi saglayan 17 farkli enzim profili olusturmustur. ITS
bolgesinin RFLP analizi ile olusturulan dendogramda tiim Fusarium tiirleri farkli gruplar igerisinde yer almustir.
Fusarium tiirleri arasindaki benzerlik oraninin ise 0.70-0.13 arasinda degistigi tespit edilmistir. Elde edilen
sonuglar enzim profillerinin sogan iiretim alanlarinda ekonomik olarak 6nemli kayiplara yol acan Fusarium
tiirlerinin ayrilmasinda oldukc¢a faydali oldugunu gostermistir.

Anahtar Sozciikler: Sogan, Fusarium spp., ITS, PCR-RFLP

PCR-RFLP ANALYSIS OF DIFFERENT FUSARIUM SPECIES ASSOCIATED WITH
ONION PRODUCTION

ABSTRACT: The study analyzed genetic relationships among different Fusarium species associated with onion
production of Turkey using PCR-RFLP technique. ITS region of ribosomal DNA of 42 fungal isolates,
representing F. oxysporum, F. solani, F. acuminatum, F. equiseti, F. proliferatum, F. redolens, and F. culmorum
was amplified with primer pairs ITS1/4 and digested with Hinfl, Alul, Mspl, EcoRl enzymes. PCR amplification
yielded a single DNA fragment ranging in size from 550-570 bp from all isolates. Restriction digests revealed 17
restriction patterns, providing the differentiation of Fusarium species from each other. All Fusarium species
clustered into different groups in the dendogram derived from the data of PCR-RFLP. Similarity index ranged
from 0.70 to 0.13 among Fusarium species. The results revealed that restriction patterns were very useful in the
discrimination of Fusarium species, causing economically significant losses in onion production areas.
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1. GIRIS varyasyonu yansitan birgok farkli siniflandirma
sistemi Onerilmistir (Booth, 1977; Nelson ve ark.,
1983; Leslie ve Summerell, 2006). Ozellikle yakin
olarak iligkili olan F. oxysporum ve F. redolens gibi
bazi Fusarium tiirlerinin  morfolojik  karakter
kullanilarak ayiriminda problemlerle
karsilagilmaktadir (Baayen ve ark., 2000). Klasik

Ulkemizde basta I¢ Anadolu, Akdeniz’in Dogusu,
Orta Karadeniz ve Marmara Bolgeleri olmak {iizere
farkli bolgelerdeki illerde yogun olarak sogan (Allium
cepa L.) tarimi yapilmaktadir. Sogan gerek iiretim
gerekse ihracat agisindan {ilke ekonomisinde 6nemli

bir yer tutmasina ragmen iretim ve verimde 6nemli
kayiplar yasanmaktadir. Sogan iiretimini simirlayan
nedenler arasinda kok ¢iiriikliigii etmenleri, oldukga
onemli problemlere sebep olmaktadir (Hartman ve
Datnoff, 1997). Ulkemizdeki sogan ekim alanlariin
ise Fusarium oxysporum basta olmak iizere F. solani,
F. acuminatum, F. equiseti, F. proliferatum, F.
redolens ve F. culmorum ile bulagik oldugu
bilinmektedir (Ozer ve Omeroglu, 1995; Kordali ve
Demirci, 1998; Bayraktar ve Dolar, 2011).

Fusarium diinyanin her tarafinda bulunan ve
birgok dnemli bitki patojenini kapsayan heterojen bir
cinstir. Fusarium taksonomisi ise olduk¢a karmasik

olup siirekli olarak degismektedir. Bu sebeple
Fusarium tiirlerinin gelisme kosullarindaki
degisimlere tepkisi sonucu olusan morfolojik

yontemlerle yapilan teshislerin hem zaman alict hem
de bazi funguslarda giivenilir sonuglar vermemesi
nedeniyle morfolojik karakterler kullanilmadan
patojenlerin tespit ve ayirimini saglayan basit, hizli ve
glivenilir metotlar i¢in siirekli bir talep olmustur. Bu
giline kadar funguslarin ayirimi ve tespiti i¢in pek ¢ok
molekiiler teknik kullanilmistir. Bu calismalarin
cogunda funguslarin  taksonomik aywrimi igin
ribozomal DNA iizerindeki genetik farkliliklardan
yararlanilmistir.  Bitki patojeni Fusarium tiirlerinin
tespitinde de ribozomal DNA {izerindeki ITS (Internal
Transcribed Spacer) bolgesinin sekans varyasyonunun
olduk¢a faydali oldugu goriilmiis ve bu bdlgedeki
polimorfizimlerden yararlanarak pek ¢ok Fusarium
tiiri birbirinden ayrilabilmistir (Edel ve ark., 1996;
Baayen ve ark., 2000; Latiffah ve ark., 2009; Chehri



ve ark., 2011). Bu ¢alisma da sogan ekimi yapilan
alanlarda Onemli ekonomik kayiplara neden olan
Fusarium tiirlerini ayrilmasinda, ribozomal DNA
bolgesinin PCR-RFLP (Polymerase chain reaction-
Restriction fragment length polymorphism) teknigi ile
filogenetik analizlerinin yapilmasi amaglanmistir.

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Caligmalarda materyal olarak 2007 yili Haziran-
Temmuz aylarinda Bursa, Ankara, Eskisehir, Yozgat,
Corum, Tokat ve Amasya illerindeki farkli sogan ekim
alanlarindan elde edilen ve Fusarium oxysporum (10
adet), F. solani (7 adet), F. acuminatum (5 adet), F.
equiseti (6 adet), F. proliferatum (7 adet), F. redolens
(5 adet), ve F. culmorum’ u (2 adet) temsil eden
fungus izolatlar1 kullanilmistir (Bayraktar ve Dolar,
2011). Kullanilan tim izolatlarin teshisi morfolojik
olarak ve tiire 6zgii PCR primerleri kullanilarak tespit
edilmistir (Nelson ve ark., 1983; Leslie ve Summerell,
2006; Bayraktar ve Dolar, 2011) . Tim izolatlar
patates dekstroz agar (PDA) ortami iizerinde
25+1°C’de 10 giin siireyle gelistirilmistir.

2.2. Yontem
2.2.1. Fungus izolatlarindan DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Reader ve Broda (1985)
yontemine gore gerceklestirilmistir. Bu amagla fungus
izolatlar1 Potato Dextrose Broth (PDB) ortami igeren
erlenmayerlerde inkiibatorlii orbital shaker (170 rpm)
iizerinde (23+1°C) 7 giin siireyle gelistirilmistir. PDB
ortaminda gelistirilen funguslar tiilbent kullanilarak
stiziilmils ve s1v1 azot igeren porselen havanlarda iyice
ezilmistir. Sonra her tiipe 500 ul ektraksiyon
soliisyonu (200 mM Tris-HCI1 pH:8.5, 25 mM NaCl,
25 mM EDTA, % 0.5 SDS) konularak iyice siispanse
oluncaya kadar karistirilmistir. Daha sonra elde edilen
ekstrakt niikleik asitleri parcalamak amaciyla 65 °C’
de 30 dk. inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon
periyodundan sonra eppendorf tiiplere esit hacim
fenol:kloroform (25:24 v/v) eklenerek 12.000 rpm’ de
10 dk. santrifiij yapilmistir. Uste toplanan stvinin 400
ul’> si yeni eppendorf tiiplere aktarilarak iizerine
RNase A ilave edilerek inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra eppendorf tiiplere 250 pl
kloroform: isoamilalkol (24:1 v/v) ilave edilerek
tekrar 15 dk. santrifiij edilmistir. Uste toplanan sivi
yeniden temiz eppendorf tliplere alinarak iizerine esit
hacim isopropanol eklenmis ve 1 saat -20°C’de
inkiibasyondan sonra 5 dk. santrifiij uygulanarak
tipin dip kisminda toplanmistir. Daha sonra elde
edilen DNA pelleti % 80°lik ethanol ile yikanarak
kurutulmus ve 25-50 pl steril bi-destile su ile
stispanse edilerek -20 °C’ de saklanmustir.

2.2.2. Fusarium tiirlerinin ITS boélgesinin (ITS1,
5.8S rDNA geni, ITS2) cogaltilmasi ve enzim
kesimi

Fusarium tiirlerinin ribozomal DNA {izerindeki

ITS bolgesinin amplifikasyonu icin White ve ark.

H. Bayraktar, K. Tekin, G. Ozer

(1990) tarafindan belirlenen ITS1 (5°-TCC GTA GGT
GAA CCT GCG G-3’) ve ITS4 (5’-TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC-3’) primerleri kullanilmustir.
Farkli Fusarium tiirlerine ait genomik DNA bu
spesifik primerler kullanilarak ¢ogaltilmistir. PCR
reaksiyonlart 200 uM dNTPs, 0.4 pM primer, 10X
reaksiyon buffer, 1.5 U Taq DNA polimeraz, 1.5 mM
MgCl, ve 30-50 ng fungal DNA iceren 50 pl’lik
hacimlerde gerceklestirilmistir. DNA
amplifikasyonlar1 ise 94 °C 2 dk. baslangig
denatiirasyonu, 94 °C 1 dk., 57 °C 30 sn., 72 °C 30 sn.
35 dongii ve 72 °C 10 dk. olacak sekilde
programlanan PCR cihazinda gergeklestirilmistir.
Daha sonra elde edilen PCR {iriinleri kontrol amaciyla,
%1’ lik agaroz jelde elektroforetik olarak ayrilmistir
(Sambrook ve ark., 1989).

Enzim kesimi ise Hinfl, Alul, Mspl ve EcoRI
restriksiyon enzimleri kullanilarak iiretici firmanin
protokoliine (MBI, Fermentas) gore
gerceklestirilmistir. Bu amacla yaklagik olarak 10 pl
PCR iiriinii 5 U enzim ile inkubasyona birakilmistir.
Daha sonra restriksiyon fragmentleri %2’ lik agaroz
jelde elektroforetik olarak ayrilmistir. Elde edilen bant
biiytikliikkleri kullanilan markére dayanilarak Gene
Tools bio-imaging sistemi (SynGene, Cambridge,
England) kullanilarak belirlenmistir.

2.2.3. Fusarium tiirlerinin arasindaki genetik
akrabaligin belirlenmesi

Her bir izolatin farkli restriksiyon enzimleriyle
kesim sonucu olusan ve farkli molekiiler agirliga sahip
olan bantlar var (1) veya yok (0) seklinde
degerlendirilmistir. Daha  sonra elde edilen
restriksiyon profilleri NTSYS ver. 2.02 (Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis) software
programina aktarilmigs (Rohlf, 1998) ve belirli
molekiiler agirliga sahip bantlar rectangular matriks
verisi kullanilarak Jaccard yontemine gore benzerlik

matriksi  olusturulmustur UPGMA  (Unweighed
Pairgroup Method with  Arithmetic = Average)
yardimiyla  dendrogram  olusturularak  izolatlar

arasindaki genetik akrabalik degerlendirilmistir.

3. BULGULAR VE TARTISMA

Sogan {iretiminde sorun olan hastalik etmenleri
icerisinde Fusarium tiirleri olduk¢ca Onemli bir yer
tutmaktadir. Bu kapsamda ilkemizde yapilan
calismalarda sogan {iiretim alanlarinin farkli Fusarium
tirleri ile yaygin olarak bulagik oldugu tespit
edilmistir (Kordali ve Demirci, 1998; Tiirkkan ve
Karaca, 2006; Bayraktar ve Dolar, 2011). Bu ¢alisma
kapsaminda ise sogan tretimi ile iliskili olan farkli
Fusarium tiirlerinin ribozomal-DNA ITS bélgesindeki
genetik  farkliliklar PCR-RFLP  yontemi ile
incelenmistir.

Sogandan elde edilen Fusarium tiirlerinin 1TS1/4
primerleri kullanilarak yapilan PCR analizi sonucunda
tim izolatlardan yaklasik 550-570 bp biiytikliiglinde
tek bir bant g¢ogaltilmigtir. PCR amplifikasyonlari
sonucunda F. oxysporum ve F. equiseti izolatlarindan
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550 bp biiyiikliigiinde; F. redolens ve F. culmorum
izolatlarindan 560 bp biyiikliginde; F. solani, F.
acuminatum ve F. proliferatum izolatlarindan ise 570
bp biyiikligiinde spesifik PCR bantlar1 elde
edilmistir. Benzer sekilde ITS bolgesinde biiytikliik
farkliliklar1 degisik konukgularda bulunan Fusarium
tirlerinde de tespit edilmistir (Young-Mi ve ark.,
2000; Chehri ve ark., 2011).

1 2 3 45 6 7 8

Mspl

PCR dirlinlerinin Hinfl, Alul, Mspl, EcoRI
restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucunda ise test
edilen farkli Fusarium tiirlerinin tiir igerisinde benzer
enzim profilleri gosterdigi buna karsin kullanilan
enzimlere bagli olarak tiirler arasinda yiiksek derecede
bir polimorfizim oldugu goézlenmistir (Sekil 1). Enzim
kesimi sonucunda elde edilen bant profilleri ve
biiylikliikleri Cizelge 1’de gosterilmistir.

2 3 4 567 8

L

1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 1. Farkli Fusarium tiirlerinin ITS1-5.8S rDNA-ITS2 bdlgesinin PCR-RFLP profilleri. (1: 100 bp DNA Mark®ér,
2: F. oxysporum, 3: F. equiseti, 4. F. culmorum,5: F. acuminatum, 6: F. redolens, 7: F. proliferatum,

8: F. solani).

Cizelge 1. Farkli Fusarium tiirlerinin, ITS1-5.8S rDNA-ITS2 boélgesinin Hinfl, Alul, Mspl, EcoRIl enzimleri ile kesimi

sonucunda elde edilen bant profili

Fungus tiirleri ITS bolgesi (bp) Hinfl Mspl Alul EcoR1 ITS tipi
F. oxysporum 550 280.180. 90 450. 100 370.130 300.250 1
F. solani 570 280. 250 360.210 460.110 320.250 2
F. acuminatum 570 290.280 320.220 460.110 320.250 3
F. equiseti 550 280.180. 90 550 370.130 300.250 4
F. proliferatum 570 290. 280 250.180.100 440.130 320.250 5
F. redolens 560 290. 280 290.170.100 560 320. 250 6
F. culmorum 560 290.280 560 380.130 300.250 7

Yapilan degerlendirmeler sonucunda test edilen
Fusarium tiirlerin arasinda 17 farkli enzim profilli
tespit edilmistir. Hinfl enzimi ile kesim sonucunda
Fusarium tirleri arasinda 3 farkli bant profilinin
ortaya ¢iktigi gozlemlenmistir. Bu enzim ile kesim
sonucunda F. oxysporum ve F. equiseti izolatlar1 farkli
biiyiikliikte (280, 180, 90 bp) 3 bant olusturur iken F.
acuminatum, F. proliferatum, F. culmorum ve F.
redolens izolatlar1 290, 280 bp biiyiikliigiinde iki bant

olusturmustur. Mspl enzimi ise izolatlar arasinda 5
farkli kesim bolgesine sahiptir. Ayrica bu enzimin F.
culmorum ve F. equiseti izolatlarinda kesim bdlgesine
sahip olmadigi buna karsin diger Fusarium tiirleri
arasinda farkli enzim profilleri ortaya ¢ikardig:
goriilmiistir. Benzer sekilde A/ul enzimide F.
redolens  izolatlarinda kesim  bolgesine  sahip
olmamakla birlikte diger izolatlar arasinda 4 farkl
enzim profili ortaya ¢ikarmistir. Ayrica bu enzim
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kesimi ile F. oxysporum ile F. equiseti izolatlarinin

(370, 130 bp); F. solani ile F. acuminatum
izolatlarinin (460, 110 bp) benzer enzim profilleri
gosterdigi tespit edilmistir. EcoRI ise izolatlar

arasinda iki farkli bant profili ortaya ¢ikarmistir. Buna
gore F. oxysporum, F. equiseti ve F. culmorum
izolatlar1 300, 250 bp biiylikligiinde enzim profilleri
gosterir iken F. solani, F.  acuminatum F.
proliferatum ve F. redolens izolatlar1 320, 250 bp
biiyiikliigiinde enzim profilleri gostermistir. Fusarium
tirleri arasinda 17 farkli enzim profilinin tespit
edildigi bu c¢aligma sonuglarina benzer sekilde 18
Fusarium tiiriine ait 97 izolatinin ITS bdlgesini PCR-
RFLP analizi ile inceleyen Edel ve ark. (1996) bu
izolatlar arasinda 23 farkli enzim profili tespit etmistir.
Enzim kesimi ile tiim Fusarium tiirlerini farkli gruplar
igerisinde siniflandiran bu arastiricilar PCR-RFLP
metodunun tiir seviyesinde Fusarium izolatlarinin
ayirimi i¢in oldukga basit ve hizli bir metot oldugunu
belirtmisglerdir. Bu c¢alismada da tiim izolatlar PCR-
RFLP yontemi ile farkli gruplar igerisinde
smiflandirilmis olup bu ydntemin sogan ile iliskili
Fusarium tiirlerinin ayriminda oldukga faydali oldugu
gorilmiistiir. Baayen ve ark. (2000) kuskonmaz
(Asparagus sp.)bitkisinde hastaliga sebep olan ve

H. Bayraktar, K. Tekin, G. Ozer

oldugunu belirtmistir. Hinfl, Alul, Munl ve Rsal
enzimleri ile kesim sonucunda F. oxysporum, F.
redolens ve F. proliferatum izolatlar1 birbirinden
ayrilabilmistir. Hinfl enzimi F. oxysporum (265, 180,
90 bp) izolatlarinin F. redolens ve F. proliferatum
(290, 265 bp) izolatlarindan ayrilmasint saglar iken;
Alul enzimi F. oxysporum (350, 135, 60 bp), F.
redolens (560 bp) ve F. proliferatum (420, 140 bp)’
un birbirinden ayrilmasini saglamistir. Bu ¢alismada
da kullanilan Hinfl ve Alul enzimleri benzer bant
profilleri olusturarak birbiriyle morfolojik olarak
yakin iliskili olan bu izolatlarin kolaylikla birbirinden
ayrilabilmesini saglamistir. Fusarium cinsinin farkli
tir ve formae specieslerine ait 12 izolat1 arasindaki
genetik farkliliklart inceleyen Young-Mi ve ark.
(2000) ise ITS bolgesinin 7 restriksiyon enzimi ile
kesimi sonucunda elde edilen 5 farkli enzim profilinin
bu izolatlarin tiir seviyesinde, bazi izolatlarin ise
formae speciales seviyesinde ayrimini sagladigi
bildirmistir.

Her bir izolatin farkli restriksiyon enzimleriyle
kesim sonucu olusan ve farkli molekiiler agirliga sahip
olan bantlarin Jaccard yontemine gore
degerlendirilmesiyle olugan dendogramda ise tiim
izolatlar birbirinden ayr1 olarak gruplanmislardir

birbiriyle yakin olarak iliskili Fusarium tiirlerinin  (Sekil 2).
ayiriminda PCR-RFLP metodunun oldukca faydali
F. oxysporum
lF‘ equiseti
F. culmorum
F. solani
F. acuminatum
F. proliferatum
F. redolens
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.2 0.3 0.4 0.5 0.7
Coefficient

Sekil 2. Farkli Fusarium tiirlerine ait enzim profillerinin UPGMA analizi ile olusturulan dendogram

Izolatlar arasindaki benzerlik oranmin 0.70 (F.
oxysporum-F. equiseti)-0.13 (F. oxysporum-F. solani,
F. acuminatum) arasinda degistigi tespit edilmistir
(Cizelge 2). Ayrica morfolojik olarak birbirine
oldukca benzerlik gosteren F. oxysporum’ un F.
proliferatum ve F. redolens izolatlarindan oldukca
farkli oldugu ve bu izolatlar arasindaki benzerlik
oranlarimin 0.28 (F. oxysporum-F. proliferatum) ile
0.21 (F. oxysporum-F. redolens) arasinda degistigi
elde edilen dendogramda  tespit edilmistir.
Dendrobium orkidesinde kok ve govde ¢iiriikliigiine
sebep olan F. oxysporum, F. solani ve F. proliferatum

izolatlarint EcoRI, Eco881, Bsul ve Mspl enzimleri

kesen Latiffah ve ark. (2009) F. oxysporum ve F.
solani izolatlarm1 iki alt grup, F. proliferatum
izolatlarini ise ayr1 bir grup olarak simiflandirmustir.
Bu izolatlara ait ana gruplar arasindaki benzerlik orani
ise 0.45 olarak tespit edilmistir. Kabakgillerde sorun
olan Fusarium tiirlerini inceleyen Chehri ve ark.
(2011) ise hastalikli bitkilerden izole ettikleri F.
oxysporum, F. proliferatum, F. equiseti, F. semitectum
ve F solani izolatlarinin 7 restriksiyon enzimi ile
kesimi sonucunda olusturulan dendogramda tiim
izolatlarin ayr1 gruplar igerisinde yer aldiklarini tespit
etmisgtir. Bu arastiricilarin sonuglarina benzer sekilde,
bu caligmada iilkemizde sogan iretimi ile iligkili
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Cizelge 2. Jaccard yontemine gore izolatlar arasinda belirlenen benzerlik matriksi oranlar1

Fungus tiirleri ~ F. oxysporum F. solani F. acuminatum F. equiseti  F. proliferatum  F. redolens
F. solani 0.13 - - - -

F. acuminatum 0.13 0.45 - - -

F. equiseti 0.70 0.14 0.14 - - -

F. proliferatum 0.28 0.21 0.30 0.21 - -

F. redolens 0.21 0.23 0.33 0.14 0.41 -

F. culmorum 0.33 0.15 0.25 0.363 0.33 0.25

oldugu bilinen farkli Fusarium tiirlerinin genetik
olarak birbirinden olduk¢a farkli oldugu ve
dendogramda ayr1 gruplar igerisinde yer aldiklari
gozlemlenmistir.

4. SONUC
Fusarium  cinsi ¢ok sayida  konukguyu
hastalandiran heterojen bir grup olup

smiflandirilmasinda kolaylikla ayirt edilemeyen pek
¢ok morfolojik kriter kullanilmaktadir. Son yillarda
yapilan taksonomik ¢alismalarda ise morfolojik
kriterler ile ayrilamayan ve genetik olarak farkli olan
pek cok yeni tir ortaya c¢ikmistir. Bu sebeple
morfolojik kriterlerden bagimsiz olarak tilkemizdeki
sogan ekim alanlarinda bulundugu tespit edilen
Fusarium tiirlerinin ayirimi i¢in basit ve hizli bir
metodun  gelistirilmesi bu c¢alisma kapsaminda
amaglanmistir.

Bu c¢alismada sogan ekim alanlarindan F.
oxysporum, F. solani, F. acuminatum, F. equiseti, F.
proliferatum, F. redolens ve F. culmorum’ u temsil
eden fungus izolatlar1 4 farkli restriksiyon enzimi
kullanilarak PCR-RFLP yontemi ile incelenmistir.
Elde edilen sonuglar Fusarium tiirleri i¢cerinde oldukca
homojen bir yapinin oldugunu buna karsin tiirler
arasinda yiiksek derecede genetik farkliliklarin
oldugunu gostermistir. Enzim kesimi sonucunda elde
edilen restriksiyon profilleri ise iilkemiz sogan ekim
alanlarinda bulunan bu Fusarium tiirlerine ait
izolatlarin  birbirinden kolaylikla ayrilabildigini
gostermistir. ~ Ozellikle — morfolojik  karakterler
bakimindan birbirine oldukc¢a benzerlik gosteren F.
oxysporum, F. proliferatum ve F. redolens izolatlar
gerek enzim profili gerekse de olusturulan
dendogramda birbirinden kolaylikla ayrilabilmistir.
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