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ABSTRACT
CHARACTERIZATION AND MATING TYPE ANALYSES OF CAUSING
ALTERNARIA BLIGHT ON PISTACIA SPP GROWN IN THE
MEDITERRANEAN AND AEGEAN REGIONS
YASAR, Aysegiil
M.Sc. in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Canan CAN

July 2014, 80 pages
There are phytopathological factors that affect the yield and quality of wild Pistacia
sp. and Pistacia vera L, which has a substantial proportion in our country’s
economy. In this study, reseach has been conducted to define with the intention of
dealing with Alternaria spp. problem which has come out in the form of scald in
fruits especially in recent years and caused to decrease in the quality of yield as well

as drop of product.

It has been observed that the scald in fruits starts in May and June and continues in
Pistacia sp. till September, which is the time of harvest. Alternaria spp. has heavily
obtained from the isolation that is carried out from the leaves and fruit shell with
symptoms of Alternaria blight (late and early). In the experiment of Patojenicity, 164
Alternaria spp. izolats have been inoculated with fruits of Ohadi and defined that
they are virulence. The sequence analysis of mating type regions of Alternaria spp.
isolates has been done and found out that the rates of Mat1.1 and Mat1.2 are close to
each other.

There is no detailed study which has been carried on Alternaria blight in the types of
Pistacia sp. in our country. This thesis study which deals with the factors of
Alternaria blight for the first time will provide the basis for the studies that are
planned to be carried out in the future.

Key Words: Pictacia spp., Alternaria spp., Characterization, Mating Type.



OZET
AKDENIZ VE EGE BOLGESI’NDE PISTACIA TURLERINDE
ALTERNARIA YANIKLIK HASTALIGININ KARAKTERIZASYONU VE
ESLESME TiPi ANALIZLERI

YASAR, Aysegiil
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Canan CAN
Temmuz 2014, 80 sayfa
Ulkemiz ekonomisinde énemli bir paya sahip olan antepfistiginda (Pistacia vera L.)
ve yabani Pistacia sp. tiirlerinde verim ve kalitesini etkileyen fitopatolojik etmenler
bulunmaktadir. Bu calismada, 6zellikle son yillarda meyvelerde kararma seklinde
meydana gelen ve verim kaybi ile beraber iiriin kalitesinde azalmaya neden olan

Alternaria spp. probleminin ortaya koyulmasi amaci ile ¢alismalar yapilmistir.

Meyvelerde kararmalarin Mayis-Haziran aylar1 itibar1 ile bagladigi ve Pistacia sp.
hasat donemi olan Eyliil ayma kadar artan sekilde devam ettigi gozlemlenmistir.
Alternaria Yaniklik Hastaligi simptomlar1 bulunduran meyve dis kabuklarindan ve
yapraklardan yapilan izolasyonlarda agirlikli olarak Alternaria spp. elde edilmistir.
Patojenisite denemelerinde 164 adet Alternaria spp. izolati Ohadi ¢esidinin
meyvelerine inokule edilmis ve viriilens olduklar1 belirlenmistir. Alternaria spp.
izolatlarinin eslesme tipi bolgelerinin sekans analizleri yapilmis, Matl.1 ve Matl.2

oranlar1 birbirine yakin bulunmustur.

Pistacia sp. tiirlerinde Alternaria yanikligi hastaligi tizerinde {ilkemizde yapilmis
detayli bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez caligmasi ile ilk kez ele alinan
Alternaria yaniklig1 hastalik etmenleri {izerinde bundan sonra yapilmasi planlanan

caligmalara temel teskil edecektir.

Anahtar Kelimeler: Pistacia spp., Alternaria spp., Karakterizasyon, Eslesme Tipi.
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BOLUM 1

GIRIS

Tiirkiye'nin Pistacia tiirlerinin gen merkezi tizerinde yer almasi ve iikemizin ekolojik
kosullarinin Pistacia spp. yetistiriciligi i¢in uygun olmasi antep fistiginin gerek
tiretimi, gerekse dis satim kapasitesi yoniinden iilkemizin 6nemli ihrag trtinlerinden

birisi olmasini saglamistir (Onay,2012; Orug, 2003; Satil,1995).

Pistacia tiirleri lilkemizin hangi bélgesinde olursa olsun o bdlgenin en Kkoti
durumundaki topraga sahip alanlarda 6zellikle diger kiiltiir bitkilerinin yetisemedigi
veya yetistiriciliginin ekonomik olarak yapilamadig: kirag, taslik, egimli arazileri en
iyi degerlendiren bitki olmasi nedeniyle dnemini daha da arttirmaktadir (Onay,2012;

Satil, 1995).

Yabani Pistacia tiirlerinin asilanmasiyla ve ¢ogiir dikimi ile tesis edilen yeni
bahgelerde onemli bir tarim {rliniimiiz olan antep fistiginin verim ve Kalitesinin
arttirllmast  yoniinde etkili tedbirler alinmaya c¢alisilmaktadir. Pistacia spp.
tireticiligini yapan kisilerin 6zellikle tarimsal miicadele, giibreleme, budama, gesit ve
ana¢ konusundaki bilgilerinin ¢ok yetersiz oldugu belirlenmistir (Onay, 2012). Bu
bilgi yetersizligi ile yapilan giibreleme, sulama, ilaglama, budama islemleri bitkiye
hastaliklarin bulagmasini kolaylastirmaktadir. Hastaliklarin bitkiye bulagmasi ise
verimi diislirmekte, kaliteyi azaltmatadir. Bununla birlikte Diinya pazarinda
gerilemelere sebep olmaktadir (Satil,1995). Ornegin; Tiirkiye, Diinya antep fistig1
tiretiminde on yil dnce Iran'dan sonra ikinci sirada yer alirken son yillarda ABD'den

sonra {i¢iincii siraya diismiistiir (Orug, 2003).
1.1 Pistacia spp.'nin Kiiltiir Tarihi

Pistacia tiirleri giintimiizde, 30-45 giiney-kuzey paralelleri arasinda ve genellikle
kuzey yarim kiirede, mikro klima alanlarinda yetistirilmektedir (Arpaci vd., 1999;
Aksoy vd., 2002).



Pistacia tiirlerinden biri olan antep fistigi (Pistacia vera L.)'nin kiiltiire alinmasi ¢ok
eskilere dayanmaktadir. Hindistan'n kuzeyi, Afganistan, Tacikistan ve Pakistan
kapsayan; Orta Asya Gen Merkezi ve Anadolu, Kafkasya, Iran ve Tiirkmenistan
icine alan; Yakin Dogu Gen Merkezi olmak lizere iki gen merkezi bulunmaktadir

(Vavilov, 1951).

Antep fistig1 iiretimi Bat1 Asya'dan doguya kadar uzanir. Tarihi ¢aglardan bu yana
antepfistig diinyada tiiketilmekte ve degerli bir {iriin olarak bilinmektedir. Hatta dini
inanislarda da degerli bir meyve olarak gériilmiis ve Incil’de (Genesis-Yaratilis

43:11) bu durum anlatilmistir (Caruso, 2005).

Antep fistig1 Tiirkiye'de ilk defa Gilineydogu Anadolu’da Etiler zamaninda kiiltiire
alinmis olup, M.S. birinci yiizyilda Suriye Valisi Vitellus tarafindan Roma’ya
gotliriilmiistiir. Buradan Afrika ve diger Avrupa iilkelerine yayilmis ve daha o
caglarda kral sofralara girmis olmasi, iyi kiiltlir ¢esitlerinin bulundugunu ve meyve
degerinin uzun yillardir bilindigini gdstermektedir (Ozbek, 1978). Tarihi siirecte
Roma Imparotorlugunun yiikselisi déneminde Akdeniz iilkeleri temel olmak
kaydiyla Iran, Irak, Tiirkiye, Yunanistan, Tunus ve Italya’da iiretim yaygimlasmustir
(Fabbri ve Valenti, 1998; Kaska, 2005). 20. Yy'da ise Kaliforniya ve Arizon yogun
tiretim baslamis (Michailides vd., 1995), Avustralya (Facelli vd., 2005) ve Giiney
Afrika gibi tilkelerde yetistirilmeye baglanmistir (Jooste, 2000).

1.2 Sistematikteki Yeri

Antep fistig1 kiiltiir ve yabani formlar1 Plantae (bitkiler) aleminin Magnoliophyta
(kapali tohumlular) boliimiinde yer almaktadir. Magnoliopsida (iki ¢enekliler)
simifinin Sapindales takimina ait olan bu tiir Anacardiaceae (sakiz agacigiller)

familyasi Pistacia cinsinin meyve agaci ve siis bitkisi olarak deger kazanan bu cinsin
11 tiirii vardir (Ozbek, 1978).

Tiirkiye’de Giineydogu Anadolu Bolgesi'nde Pistacia vera L., Pistacia khinjuk |,
Pistacia terebinthus L., Akdeniz ve Giineydogu Ege Boélgesinde; P. vera, (az
miktarda) P. terebinthus, Pistacia atlantica, Pistacia palestina, Pistacia mutica ve
Pistacia lentiscus melezleri yaygin olarak bulunmaktadir. Pistacia tiirleri periyodisite
egilimi olan bir tiirlerdendir (Bilgen, 1973). Bu tiirler arasinda gruplama yapilirken

yaprak, ¢igcek, meyve ve gelisme durumlar1 dikkate alinmaktadir. Pistacia tiirlerinde



yapraklar birlesiktir. Bu yapraklardaki yaprake¢ik sayist  1-20 arasinda
degisebilmektedir.

Pistacia sp. sistematikteki yeri su sekildedir (Ozbek, 1978):
Kingdom: Plantae

Division: Phanergamae

Subdivision: Angiospermae

Classis: Dicotyledoneae

Subclassis: Choripetales

Order: Sapindales

Familia: Anacardiaceae

Genus: Pistacia

Species: Pistacia vera., P. terebinthus, P. lentiscus, P.khinjuk, P.atlantica P. mutica
Pistacia cinsi bitkileri su sekilde siniflandirilmistir (Zohary, 1952).
1.Lenticella grubu

-Pistacia mexicana (Meksika Sakiz1)

-Pistacia texana ( Teksas Sakiz1)

2-Lentiscus grubu

-Pistacia lentiscus ( Mezdeki Sakizi)

3-Butmela grubu

-Pistacia atlantica (Atlantik Sakizi)

-Pistacia mutica

4-Terebinthus grubu



-Pistacia terebinthus L. (Melengic)
-Pistacia khinjuk Stocks (Buttum)
-Pistacia vera L. (Antepfistigi, Kus Fistig1)
-Pistacia palaestina Boiss (Filistin Sakiz1)
-Pistacia chinensis Bge (Cin Sakizi)

1.3 Insan Beslenmesindeki Yeri ve Onemi

Antep fistig1 lezzetli ve besin elementlerince olduk¢a zengin bir meyvedir. Protein ve
diger elementlerce zengin olusu, antepfistigini daha cazip hale getirmektedir. 100
gram Antepfistig1 sifir kolesterol icermektedir. Ayrica 100 graminda; 500 mg fosfor,
1020 mg potasyum, 136 mg kalsiyum, 158 mg magnezyum, 5 mg E vitamini, 7 mg C
vitamini 0,62 mg vitamin B1, 0,20 mg B2 ve 1,45 mg nikotinamid bulundurmaktadir
(Anonim, 2003).

Antep fistigt cogunlukla kabuklu bir sekilde taze olarak tiiketilirken sekerleme,
firnlanmig yiyecekler, eczacilikta (6kstiriik surubu yapimi) ve dondurma yapiminda
ise iglenmis olarak kullanilmaktadir. Bunun yani sira ila¢ olarak (dis agrisini
gidermek gibi) geleneksel kullanimlari da vardir. Meyve kabugu Hindistan’da
dericilikte boyama ve tabaklama islemleri i¢in kullanilirken, reginesi ise Avrupa ve
Ortadogu’da bir kan pihtilastirict etken olarak kullanilir. Pistacia tiirleri karacigerde
sert ve kanserli tliimor tedavisinde, apseler, dolagim yetersizligi ve diger tibbi

problemlerde de ilag olarak kullanilmaktadir (Onay, 2012).

Milat’tan onceki yillardan beri bir¢ok iilkede P. atlantica, P. terebinthus, P.vera
yapraklarindan recine ve meyvelerinden drog (ilag etkili madde) olarak

yararlanilmistir. Pistacia lentiscus giiniimiizde de ila¢ ve gida sanayinin dnemli bir

hammaddesidir ( Boztok, 2007).

P. lentiscus'un gévde ve dallarindan yaralama ile “Mastik* ad1 verilen ve bilesiminde
rezin ve ucucu yag (%1-2) tasiyan damla sakizi elde edilir. Sakiz agacindan elde
edilen sakiz bir¢ok amag i¢in kullanilmaktadir. Bunlar arasinda dogal ciklet olarak,
ickilere aroma vermek, sakiz yagi elde etmek, parfiim yapimi, dis macunu yapimi,

cila yapimi, gida sanayii ve tibbi amaglar sayilabilir (Taskin, 2005).



P. terebinthus, Pistacia tiirleri i¢inde yag {iretiminde kullanilan bir tiirdiir.
Yapraklarinda, bocekler tarafindan meydana getirilen mazilar, ipek kumaslarin
boyanmasinda, saraba renk vermede ve tiitsi maddesi olarak kullanilmaktadir.
Giliniimiizde bir¢cok yabani meyve alternatif ve modern tipta kullanilmakta; bu
baglamda, iiriner antiseptik, peptik iilserin tedavisinde ve gilines ¢arpmasina karsi

menengi¢ yapraklarindan faydalanilmaktadir (Gtiltekin, 2008).

1.4 Tiirkiye'de Pistacia Tiirleri ve Yetistiriciligi
Ulkemiz, Pistacia cinslerinin gen merkezidir ve antep fistigina ana¢ olabilecek
Pistacia tiirleri, tabii florada bol miktarda bulunmaktadir. Son istatistiklere goére

antep fistig1 yetistiriciligi 56 ilimize yayilmistir (Tekin vd., 2001).

Tiirkiye'de yabani antep fistig: tiirleri olarak, P. terebinthus., P. vera., P. khinjuk ve
P. atlantica kullanilmaktadir. Ulkemizde bulunan antep fistig1 anaglari arasinda, P.
terebinthus say1 bakimindan 6n siralarda yer almaktadir. Bunu sirasiyla; P vera, P.
khinjuk, melez tiirler ve P. atlantica izlemektedir (Bilgen, 1968). Ulkemizdeki
yabani tiirlerin hemen hemen hepsi asilanabilir niteliktedir (Ulusarag, 1989). P.
lentiscus hari¢ digerleri antep fistigina anag olarak degerlendirilebilmektedir (Tekin
vd., 2001).

Ulkemizin degisik bolgelerinde Pistacia tiirlerinin asirhk agaclarina rastlamak
miimkiin olmaktadir. izmir, Urla ve Cesme’de tag genisligi 15 m’ye varan atlantik
Sakiz1 agaglarina rastlanildigr gibi, Mersin’in Mut il¢esi, Adana’nin Karaisal ilgesi,
Denizli ve Mugla’da 100 yillik veya daha fazla yaslarda Atlantik sakizlarina da
rastlanmaktadir. Kahramanmaras, Pazarcik ve Tirkoglu ilgelerinde Melengic ve
hibrit diyebilecegimiz Atlantik sakizi veya Buttum agaclarina veya bunlarin

melezleri olan agaglara rastlanilmaktadir (Arpaci ve Agar, 2012).

Ege ve Akdeniz Bolgesi'nde yetisen Pistacia cinsleri denizden uzak i¢ kesimlerde,
meyilli ve kirag alanlarda yetismektedir. Bununla birlikte Adana ve ¢evresinde deniz
seviyesinde de rastlanildigi gibi, 950 metre yiiksekliklerde de P. atlantica agaglarina
rastlanilmaktadir (Arpact vd., 1997).

Ulkemizde Pistacia kiiltiir ve yabani tiirlerinin bulundugu bélgelerin dagilimi tabloda

gosterilmektedir (Bilgen, 1973).



Tablo 1.1 Pistacia tiirlerinin Ege ve Akdeniz Bolgesi'ndeki dagilimi (Bilgen, 1973).

Giineydogu Pistacia vera L. (Antepfistig1)
Anadolu Pistacia terebinthus L. (Melengi¢)
Bolgesi Pistacia khinjuk Stocks (Buttum)

Pistacia hibritleri

Pistacia vera L. (Az miktarda)

Akdeniz ve Pistacia mutica
Giineydogu Ege Pistacia atlantica Desf. (Atlantik Sakiz1)
Bolgesi Pistacia terebinthus L.

Pistacia lentiscus (Mezdeki Sakiz1)
Pistacia palaestina Boiss ( Filistin Sakiz1)

Gegit Bolgeler Pistacia vera L. (Az miktarda)
(Kuzey Akdeniz-Orta Pistacia mutica
Anadolu, i¢ Ege) Pistacia terebinthus L.

Pistacia khinjuk Stocks

Tirkiye'de antep fistig1 yetistiriciligi iki sekilde yapilmaktadir. Birincisi Pistacia
tirlerinin bulundugu alanlarin asilama ile antep fistig1 iiretimine kazandirilmasi,
ikincisi ise plantasyon olusturulan antep fistigi bahgeleridir. Yabani antep fistigi
tirlerinden P. terebinthus, P. khinjuk, P. atlantica ve P. palaestina Anadolu'da
yaygin olarak bulunmaktadir ve asilanarak kiiltir antep fistigi bahgelerine
dontistiriillmektedir (Konukoglu vd., 2014).

P. vera, anavatan1 Giineydogu Anadolu'dur ve aga¢ ve agagcik seklinde biiyiir ve
kigin yapraklarini doker. Ulkemizde, plantasyonlarda en gok P. vera tohumlarindan
tiretilen yozlar kullanilmaktadir (Ayfer, 1964; Tekin vd., 2001).

P. lentiscus, diger kiiltiir bitkilerinin yetistirilmesine uygun olmayan daglik yamag
arazilerde de cok iyl yetisebilmektedir. Bu sekilde s6z konusu arazilerden
yararlanilmasi sayesinde bolgede yasayan lireticilerin ekonomik agidan gii¢lenecegi
diistiniilmektedir (Boztok, 2007). Mezdeki sakizi, Akdeniz florasinin herdem yesil
tipik bir calisidir. Bunun Chia varyetesinden mezdeki sakizi veya damla sakizi
denilen sakiz imal edilir (Ayfer, 1964; Tekin vd., 2001).



P. atlantica, yeryiiziinde yayilma alani en genis Pistacia tiiriidiir. Kuzey Afrikadan
Kirim'a kadar yayilis gosterir. Ulkemizde ise, Akdeniz ve Ege Bolgelerinde sik
rastlanmaktadir. P. atlantica bu bolgelerde P. mutica ile birlikte yetismektedir. antep
fistig1 i¢in iyi bir anactir (Ayfer, 1964; Tekin vd., 2001).

P. khinjuk, memleketimizde Siirt Buttumu ismiyle taninir. Kisin yapraklarint doker.
Dogu Anadolu ve Iran'da yaygindir. Kuru kosullarda yapilan ¢alismalarda {izerine
asilanan gesitleri gelistirme ve tag olusturma bakimindan P. atlantica ve P. vera' ya

gore daha 1y1 sonug vermektedir (Ulusarag, 1992).

P. terebinthus, ilkemizde hem nemli ve bol yagisli akdeniz ikliminde, hem de kurak
ve az yagish kara ikliminde yetiserek yiiksek bir adaptasyon yetenegi gosterir.

Akdeniz florasinin tipik ¢alilarindan biridir ve P. khinjuk gibi antep fistiginin iyi

anaclarindan birini temsil eder ( Tekin vd., 2001).

Sekil 1.1 Pistacia tiirlerinin genel meyve goriiniimii A) izmir-Cesme P. lentiscus
¢alis;, B) Manisa-Selendi P. vera ornegi, C) Izmir-Aliaga P. atlantica 6rnegi, D)
Hatay-Iskenderun P. terebinthus 6rnegi.



1.5 Diinyada ve Tiirkiye'de Antep fistig1 Yetistiriciliginin Bugiinkii Durumu
Diinyada sert kabuklu meyveler iiretimine bakildiginda antepfistigi; kaju fistig
(%31), badem (%27), ceviz (%22) ve findiktan (%10) sonra % 8’lik oranla 5. sirada
yer alir (Anonim, 2011).

Pistacia tiirlerinin {iretimi ve verimi igin yagis ve sicaklik onemlidir. Pistacia tiirleri
s1g topraklarda kurak bolgelerde yetismesine ragmen, optimum verim i¢in dogru
zamanl sulama ve gilibreleme gereklidir. Ayrica, hastaliktan kaynaklanan kayiplar
azaltmak amaciyla, bu hastalik gelisimine katkida bulunan abiyotik ve biyotik

faktorleri goz oniinde bulundurmak gerekmektedir (Kanber vd., 2004).

A.B.D'de antep fistig1 yetistiriciligi, diizenli ve genis bir arastirma neticesinde
baslamistir. 1930'lu yillarda Iran ve Orta Dogu'da seleksiyon yapilarak yeni gesit
1slahia baglanmis, 19601 yillarda elde edilen c¢esit ve anaglarla 19701 yillarda
devletinde desteklemesi sonucu sulu kosullarda ¢ok biiyiik antep fistigi bahgeleri (5-
10bin dekar) tahsis edilmistir. (Tekin vd., 2001).

Ulkemizde antep fistig1 {iretimi Giineydogu Anadolu Bélgesi'nde yogunlasmis, son
yillarda 6zellikle Ege Bolgesi'nde yayginlasmis ve genis bir liretim alanit bulmaya
baglamistir. Tirkiye Tablo 1.2' de gosterildigi gibi Antepfistigi (P.vera)
yetistiriciliginde lider iilkelerden birisi konumunda olup ortalama 120.000 ton/yil
iiretim ile Iran ve Amerika Birlesik Devletleri'nden sonra iiciincii sirada yer

almaktadir (Anonim, 2012).

A.B.D. ise giiniimiizdeki tiretimiyle iilkemizi ge¢mis, diinyada ikinci bliyiik tlretici
konumuna gelmistir. Bu hizli gelismeyi; yetistiriciligini sulu kosullarda, nematodlara
ve hastaliklara dayanikli anaglarla, verimli ve kaliteli tek cesitle yapmistir.
Standardizasyon, pazarlama ve tanitim organizasyonunun iyi yapilmis olmasi da
katki saglamistir. A.B.D.'de ¢ogunlukla damla sulama sistemi kullanilmakta olup
uygun ve yeterli glibreleme yapilmaktadir. Tiim tedbirlerin alinmasi sayesinde 25-30
yaslarindaki bir agagtan ortalama 16-18 kg {iriin alinabilmektedir (Allemann, 2008).
Ulkemizde ise kuru kosullarda agac¢ basina ortalama verim 3-4 kg civarindadir

(Tekin vd., 2001).



Tablo 1.2 Diinya'da antep fistigi tiretimi (Bin Ton) (Anonim, 2012).

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

ULKELER
TURKIYE 300 60.0 110.0 734 120.1 110.6 128.0 112.000
IRAN 190.0 190.0 250.0 3155 192.3 260.0 446.0 -
ABD 157.0 140.0 107.9 188.7 126.1 150.0 213.0 -
SURIYE 390 600 732 521 526 550 573 -
YUNANISTAN 85 95 82 81 81 80 9.0 -
ITALYA 25 24 10 28 20 3.0 1.6 -
AFGANISTAN 20 30 24 36 25 33 3.0 -
CiN 320 340 360 380 400 395 487 -
TUNUS 08 08 27 25 25 25 2.6 -

TOPLAM 466.6 501.2 593.3 686.6 548.4 634.1 9120 -

Antep fistig1 Arastirma Enstitlisii tarafindan 20-25 yil 6nce Ege Bolgesinin degisik
bolgelerinde (Aydm, Mugla, Manisa-Yuntdag, Izmir-Bergama), Akdeniz
Bolgesi'nde; (Mersin-Senir) gibi yorelerde 6zellikle yabani tiirler lizerine asilamalar
yapilmis, ancak ekonomik olarak yetistiricilik yayginlasmamistir. Sadece Mersin-
Senir, Aydm-Sultanhisar, Manisa-Yuntdagi gibi ¢ok kiiciik mikro klimalarda
ekonomik olarak yetisebilmektedir (Tekin vd., 2001).

Ulkemizde antep fistig1 yetistiriciligi cok eski zamanlardan beri yapilmasina ragmen
iiretim istenilen seviyeye ulasamamistir. Bunun nedeni yetistiriciligin tamamen kuru
kosullarda ve ¢ogunlukla kirag, tashk ve meyilli arazilerde yapilmasidir. iran ve
A.B.D. disindaki {iretici iilkelerde de yetistirme kosullar1 Tiirkiye'nin yetistirme
kosullarina benzemektedir. Iran ve A.B.D'deki yetistiriciligin tamam1 sulu kosullarda

ve verimli taban arazilerde yapilmaktadir (Tekin vd., 2001).
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Sekil 1.2 Son 50 yilda (1961-2011) iilkemizin antep fistig1 iiretimi (FAO, 2011).

Ulkemizin antep fistig1 {iretiminin son 50 yilda geldigi nokta Sekil 1.1'de verilmistir
(TUIK, 2012). Goriildiigii gibi 1961 yilinda 5280 ton olan iiretim, diizenli artislarla
2012 yilinda 150 bin tona ulasmistir. Yillik olarak izlendiginde periyodisite, kuraklik
veya diisiik sicakliklar nedeniyle inisli ¢ikish tiretim gergeklesse de 10 yillik dilimler
halinde bakildiginda her 10 yilda %80'e yakin artis goriilmektedir. Geng bahgelerin
devreye girmesi, iiretimin yapildig1 alanlarin ¢ogunlugunda giibreleme, budama,
tozlayici sorunun ¢o6ziilmesi, kontrollii miicadele, sulamanin biiyiik oranda yapilmasi
hem periyodisitenin keskinligini azaltmis hem de toplam iriin artigina biiyiik katki

saglamistir.

1.6 Pistacia spp. Hastahiklar

Diinyada antep fistiginda ¢ok sayida firsat¢1 bitki patojeni bildirilmistir. Bu bitki
patojenleri viral, bakteriyel ve fungal kaynakli etmenlerdir (Funk, 2005). Bunlar
icerisinde fungal etmenler en 6nemli grubu olusturmakta ve diinyada antep fistig
tiretimi yapilan alanlarda gelisme kosullari, yayilis zamani, genetik yapist agisindan
farkliliklar gostermektedir. Yetistiricilik sartlari ve tiretimi yapilan meyve gruplari
arasindaki bu farklilik, diinyada antepfistigi liretimi yapilan {ilkeler arasindaki
hastaliklar acisindan da &nemli diizeyde cesitlilie neden olmaktadir. Ornegin;
Genellikle sulu sartlarda ve yuvarlak grubu meyvelerle iiretimin yapildigi iran ve
ABD de goriilen hastaliklar ile kuru sartlarda ve genel olarak Uzun grubu meyvelerle
tretimin yapildig1 {ilkemiz sartlarinda fungal hastaliklar arasinda farklilik

bulunmaktadir (Ding, 1983).
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Ulkemizde goriilen Pistacia spp. hastaliklar1 genis kapsamli olarak kok, yaprak ve
meyve hastaliklar1 olarak gruplandirilmigtir (Ding, 1983). Phytophthora spp.’nin
etmen oldugu Phytophthora kok ¢iiriikliigii, antep fistig1 agaglarinin kokbogazi ve
govde kisimlarinda ¢iirime ve zamk akintisi olusturarak agacin tamamim etkiler.
Fusarium spp.'nin bulagsmasi genellikle topraktan olup Fusarium kok ¢iiriikliigiine
neden olur. Fusarium spp. zayif ve kiiciikk agaclarda solgunluk olusturur Uromyces
terbenthi (D.C) Wint, Pistacia spp. tiirii bitkilerin yaprak ve yaprak saplarinda pas
hastaligin1 yapan bir fungustur. Yaprak ve yaprak saplarinda kahverengi-siyah renkte
lekeler meydana getirip yapraklarin kurumasina ve meyve veriminin diigmesine
neden olur (Tekin vd., 2001). antep fistig1 yapraklarinda ve sulanan alanlarda
meyvelerde de rastlanan kiilleme (mildiy6) hastaliginin etmeni Phyllactinia guttata
Wallr. Lev. patojen fungusudur. Verticillium spp. yapraklarda sararma ve dal
kurumalariyla karakterize olan, asil zarar1 kok ve govdede gerceklestiren kurumalara
neden olan fungal bir hastaliktir. (Turan, 1990; Ding, 1983). Septoria yaprak ve
meyve leke hastaligi (Septoria pistacina) gibi hastaliklarin yaygin ve zararli
oldugunu bildirilmistir (Tathh vd., 1995). Meyve kararmasina iliskin yapilan
calismalarda Aspergillus niger, Aspergillus sp. Cladosporium sp. Ulocladium sp.
Penicillum sp.” nin Ohadi Siirt ve Uzun meyvelerinde kararmalara neden oldugu

belirtilmistir (Konukoglu vd., 2009).
1.7 Pistacia Tiirlerinde Alternaria Yamkhk Hastahg

Diinyada Alternaria sp. antep fistiginda ilk kez 1974 yilinda Misir'da rapor edilmistir
(Wasfy vd., 1974). Alternaria spp. olduk¢a yaygin bir fungus olmakla beraber bitki
ve toprak dahil bir¢ok alandan izole edilebilir (Rotem, 1994).

Alternaria'nin bugiline kadar belirlenen bir ¢ok oOnemli tiirii bulunmakta olup

sistematikteki yeri agagidaki gibidir;
Kingdom: Fungi

Phylum: Ascomycota,

Subphylum: Pezizomycotina,

Class: Dothediomycetes,
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Subclassis: Pleosporomycetidae

Order: Pleosporales

Family: Pleosporaceae

Genus: Alternaria Ness, 1816 (Mycobank, 2013).

Funguslarin bu grubunun taksonimisini daha kompleks hale getiren, belirli tiirlerde
net bir sekilde ortaya konulamayan orta Ozelliklere sahip sayisiz 6zelliklerin

olmasindan kaynaklanmaktadir (Simmons ve Robert, 1993).

Alternaria spp. tarim firiinlerinde ve bahge bitkilerinde verimi ve kaliteyi diisiiren
onemli bir fitopatolojik etmendir (Pryor ve Michailidies, 2002). Son yillarda
yetistiriciligi yapilan bir ¢ok bitkide epidemi yaptigindan dolayi, yeni miicadele
yontemlerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle, genetik yapisinin

ve fizyolojik 6zelliklerinin tanimlanmasi 6nem arz etmektedir

Alternaria spp. endofit olmamakla beraber asimptomatik bitki dokusunda da hayat
dongiilerinin bir kismini gegirebilmektedir. Saglikli bitki dokusunda g¢evresel sartlar
degisinceye ve bitki icerisinde ¢esitli fizyolojik degisikliklere duyarli hale gelinceye
kadar, latent olarak hayatta kalabilmekte ve uygun sartlar altinda patojenik
olmaktadir. Bu 0Ozellik sahip olduklart spor yapilarmin dayanikli olmasindan

kaynaklanmaktadir (Michailides vd., 1995).

Alternaria cinsi funguslarin en az 30 pm uzunlugunda olan spor yapilari,
zincirlenmis olarak acik yesilden siyaha kadar degisebilen el bombasi seklindeki
dictyospor yada konidileri ile tanimlanmaktadir (Kendrick, 2000). Konidi zincirleri
az veya ¢ok dallanmis, enine ve boyuna capraz septalarin ve ¢ikinti yapmis uglarin
varligiyla bilinmektedir (Simmons, 1996). Konidiler riizgar araciligiyla kolaylikla
yayilabilmektedir (Rotem, 1994; Michailides vd., 1995). Ayrica 24 saat iginde
konukgu tizerinde yerlesebilmekte, kolonize olmakta ve daha sonra sekonder konidi
tiretimini baglatmaktadir (Rotem, 1994). Alternaria spp konidilerinin varligindan
dolay1r kararan yapraklar, sezon sonuna dogru diismekte ve bahardaki primer
infeksiyonlarin ana kaynagimi olusturmaktadir (Rotem, 1994). Ayrica hasat sonrasi
depolama sirasinda da meyve iizerinde simptomlar gelismeye devam etmektedir
(Prusky, 1996).
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Alternaria spp.’nin bocekler veya mekanik yaralanmalar ile olusan agikliklardan
bitki icerisine girebilmekte ve firsatgt patojenler olarak infeksiyonlara yol
acmaktadirlar (Ferguson vd., 2005; Mila vd., 2005). Tohum ortiisii altindaki
miselyumlar veya tohumu kaplayan sporlarla birlikte tohumun enfeksiyonu bu
patojenlerin esas dagilim kaynagi olmaktadir. Patojen Alternaria tiirlerinin spor ve
miselyum yapilar1 infekte olmus bitki artiklarinda, tohumlarin i¢inde veya yiizeyinde
varhigimi siirdiirebilmektedir. Yagmurlu bir donem sonras1 havadaki serbest nemin
artmasi ve uygun toprak kosullar1 altinda fungus bitki artiklar {izerinde gelisimini
devam ettirerek spor olusturmakta ve bu sporlar riizgar ile havada taginmakta,
infeksiyon olusturacagi bitki yiizeyine ulasmaktadir. Sporlarin konukgu bitki
yiizeyinde ¢imlenebilmesi ve infeksiyon olusturabilmesi icin yeterli miktarda serbest
nem kosullar1 saglanmis ise sporlar konukcu dokusuna penetre olup infeksiyonu
baglatmaktadir. Sporun bitkiye penetrasyonu dogrudan, stomalarla veya Dbitki
yiizeyinde herhangi bir yaralanma varsa yarali kisimdan olabilmektedir (Agrios,
1997). Aym1 zamanda yeterli yaz sicaklarmin yasanmadigi, 800 m’.nin {stlindeki
yiiksekliklerde, bitki, yaprak ve meyve infeksiyonlarina hassas olmaktadir (Ferguson
vd., 2005; Mila vd., 2005). Yine, kuvvetli riizgarlarin da geng agaglara zarar verdigi
ve bu sekilde firsat¢1 patojenlerin girisini kolaylastirdigi bilinmektedir (Ferguson vd,
2005). Dogru fungisit uygulamasi yapilmaksizin bitki budamalar1 da benzer sekilde
potansiyel patojen giris kapilar1 agmaktadir (Michailides ve Morgan, 2004). Ayrica
fungisitlerin yanlis kullanimi, dogru miktar ve konsantrasyonda uygulanmamasi da
etkili bir koruma saglayamamaktadir. Asir1 sulamay1 tolere edemeyen Pistacia tiirleri,
Alternaria spp. gibi firsat¢1 patojenlere karsi duyarli hale gelmektedir (Peever vd.,
1999; Kirnak vd., 1999).

Hastalik, yapraklar iizerinde koseli ya da dairesel siyah lekeler seklinde
gorilmektedir (Kurt, 2012). Fungal spor iliretiminden kaynaklanan siyah bir merkez,
Klorotik bir halka ile ¢evrelenmis genis nekrotik lekeler seklinde goriilmekte ve bu
lekeler daha sonra birleserek tiim yapragi kaplamaktadir (Michailidies vd., 1997,
Michailides, 2005). Yaprak infeksiyonlar1 genellikle bahar ve yaz doneminde
olugmakta; yaz sonu ve sonbaharda gelismekte, yapragin canliligim1 kaybetmesine
yol agmasi1 sonucu erken yaprak dokiilmelerine sebep olmaktadir (Kurt, 2012; Pryor
ve Michailides, 2002; Hong vd., 2006).
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Meyve simptomlart ise, olgunlagmamis meyvenin kabuklarinda Imm genisliginde
kiigiik siyah nekrotik lekeler seklinde belirir ve olgunlagmis meyvede hem kiigiik (1-
2mm) hem de biiyiik (5mm) lekeler bir arada goriiliir (Kurt, 2012). Meyve lezyonlari
genellikle kirmizi1 bir halka ile cevrilidir ve meyve olgunlastikca, meyve fizyolojik
olarak gelistikge bu lezyonlarin birkagi genisler, meyve dis kabuguna penetre olur ve
lezyonlar meyve i¢ kabugunu da etkiler. Bu durum Pistacia meyvesinin altinda
kabugun boyanmasina neden olur ve ¢ekirdek kisminin da miselleri ile ciiriiterek
iriin kalitesinin azalmasina yol acar (Kurt, 2012; Michailides, 2005; Pryor ve
Michailides, 2002). Meyve endokarpinin etkilenmesi, kabuk {izerinde patojen
kaynakli renk bozulmalarina ve erken c¢itlama durumunda c¢ekirdegin infekte

olmasina yol agmaktadir (Doster ve Michailides, 1999).

Sekil 1.3 Meyve ve yapraklarda Alternaria Yaniklik lezyonlari. a) P.lentiscus
meyvesinde Alternaria yaniklik lezyonlari, b) P.vera meyvesinde Alternaria yaniklik
lezyonlari, c¢) P.lentiscus yapraginda Alternaria Yaniklik lezyonlari, d) P.vera'da
Alternaria spp.'nin olusturdugu klorotik lezyonlar.

Meyve ve yaprakta goriilen lezyonlarin sebebi Alternaria yaniklik hastaligi olarak
adlandirilmaktadir. A.B.D'nin Kaliforniya eyaletinde Alternaria Yaniklik Hastalig

etmeni Alternaria alternata A. arborescens, A. tenuissima ve A. infectoria olarak
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kaydedilmigtir. Hastaligin yaygin olarak goriildiigii A.B.D.’de hastalik Agustos-Eyliil
aylarinda ‘ge¢ yaniklik’ olarak ortaya ¢ikmaktadir ve hem yapraklarda hem de
meyvelerde goriilmektedir (Pryor ve Michailidies, 2002; Michailides, 2005).

Ulkemizde ise bu problem sadece meyvelerde goriilmektedir ve hastalik May1s sonu-
Haziran basinda ortaya ¢ikmaktadir. Bu donemde ortaya g¢ikan hastalik 'Erken
Yaniklik' olarak adlandirilmaktadir. Yetistiricilik kosullarinin farklilig1 ve hastaligin
ortaya ¢ikis zamaninda goriilen farkliliklar, iilkemizdeki Antepfistigi’nda Alternaria
probleminin diger lilkelerin hastalik yapisindan farkli oldugunu gostermektedir. Son
yillarda {ilkemizde antepfistigt {retim alanlarinda ve yabani Pistacia'larin
bulunduklar1 lokasyonlarda da Alternaria spp onemli fitopatolojik sorun haline

gelmeye baslamistir.
1.8. Alternaria spp.'de Eslesme Tipi Genleri

Alternaria gibi eseyli lireme evresi bilinmeyen funguslarda klasik siniflandirma
anomorfik Ozellikler dikkate alinarak yapilmaktadir. Bu durumda fungusun
stniflandiriimas: tamamen morfolojik gozleme dayali oldugu igin hata yapma
olasiligi da artmaktadir. Funguslarda fenotipe dayali bir¢ok hatali siniflandirma
mevcuttur (Reynolds ve Taylor, 1992). Bu tiir karigikliklari 6nlemede giiniimiizde

molekiiler yontemler agirlikli olarak kullaniimaktadir.

Alternaria cinsi eseysiz tiirleri icermektedir ve eseyli tireme gosteren tiirleri Lewia
cinsine dahil edilmektedir (Simmons, 2007). Bununla beraber, eseysiz iireme
gosteren tiirlerinde de esey tipi ile ilgili genlerin bulunmaktadir (Arie vd., 2000;
Berbee vd., 2003). Esey tipi genleri fungal tiirlerin biyolojisi ve evriminde 6nemli
roller oynamaktadir. Klonal c¢ogalma beklentisine ragmen bu genlerin dagilim
durumu da patojenik varyasyon adma Onemlidir. Eseysiz olarak ¢ogalan ¢esitli
fungal tiirlerde esey tipini belirleyen MAT lokusu PZR ile cogaltilarak esey tipi
dagilimlar1 ortaya c¢ikarilmaktadir (Arie vd., 2000; Berbee vd., 2003). Bir¢ok
aseksuel fungusta yiiksek genotipik varyasyon bulunmaktadir (Taylor vd., 1999).

Molekiiler teknikler, fenotipe dayali hatali simiflandirma karisikliklarini nlemede
ozellikle PZR temelli tekniklerin kullanilmasi, biiyiik bir avantaj saglamaktadur.
Genelde molekiiler teknikler hizli, spesifik, hassas ve daha giivenilir olup, 6zel

kolaylikla yorumlanabilir. PZR bagh yontemler 6zgilliik ve duyarliliginin yiiksek
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olmast nedeniyle funguslarda tiirlerin, 1irklarin ve izolatlarin teshisinde ve
stniflandiriimasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. PZR aracilig: ile elde edilen
bilgiler sayesinde mevcut taksonlar i¢in spesifik oligoniikleotid primerlerin
tasarlanmasi miimkiin hale gelmistir (Dieffenbach vd., 1993). Bu amagla funguslarda
tiir ayrimlarini glivenilir bir sekilde belirlemek ve tiir i¢i/tiirler aras1 genetik iligkileri
gostermek lizere ¢esitli gen bolgelerinin dizi analizlerine ait verilerin kullanilmasi
bilgilendirici olmaktadir. Bu genlerin baz dizileri fungus tiiriine ve 1rklarina gore
spesifiktir. Bu baz dizileri arasindaki farklilik tiirleri, ayr tiir igerisinde ¢ografik

irklart ve izolatlari ayirt etmede kullaniimaktadir.

Ulkemizde Pistacia tiirlerinde Alternaria yamkligi simdiye kadar sadece kiiltiirii
yapilan ¢esitlerin meyvelerinde goriilmistiir, yabani Pistacia tiirlerinde hastaligin
arastirilmast  ve yapraklarda olup olmadiginin  kontrol edilmesi gerektigi
diistiniilmektedir. Bu amagla dogal ekosistemde yer alan ve lilkemizde yaygin olarak
bulunan yabani ve kiiltiir Pistacia tiirlerinin yaprak ve meyvelerinde hastaliga yol

acan Alternaria tiirlerinin var olup olmadigi anlasilmasi amaglanmistir.

Bu tez calismasi Tiirkiye'de Akdeniz (Antalya, Mersin, Kahramanmaras, Hatay) ve
Ege Bolgesi'nde ( Manisa, Izmir, Denizli, Kiitahya, Aydin) yabani ve kiiltiir
Antepfistigina ait Alternaria spp. populasyonlarinin esey tipi dagilimini belirlemek,
ve bu esey tiplerinin oranini ortaya ¢ikarak esey tipleri iizerindeki secilimi hakkinda
fikir vermesi agisindan Onemlidir. Esey tiplerinin ve dagilimlarini belirlenmesi

popiilasyon yapilarini anlamak ve yorumlamak iizere olduk¢a bilgilendirici olacaktir.

Calisma sonuglart Ege ve Akdeniz Bolgeleri ve iilkemiz igin ilk raporlar teskil
etmesi; patojene ait populasyonlarin ¢ok yonlii arastirma sonuglarini sunmasi ve
molekiiler diizeyde tanitmasi adina 6dnem tasimaktadir. Konak-patojen ortak gelisimi
ve evrimlesmesi dikkate alindiginda, Alternaria spp.'de orjini olabilen alanlara ait
populasyonlarin arastirtlmasi, Alternaria spp.’nin evrim analizlerine ve bu konudaki
bilimsel literatiire = 6nemli  katkilar  saglayacaktir. ~ Ayrica  {ilkemizdeki
etmen/etmenlerin patojenik yapis1 hakkinda bir arastirma mevcut degildir ve hastalik
patojenisitesi bilinmemektedir. Sunulan tez ¢alismasinda hem yabani hem de kiiltiirii
yapilan Antepfistig1 tiirlerinde genis bir 6rnekleme alaninda arazi ¢ikislar1 yapilmais,
orneklenen izolatlar tizerinde hastalikla 1ilgili etmenlerin patojenik acidan

tanimlanmasi ve hastalik yogunlugunun arastirilmasi amaglanmaigtir.
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BOLUM 2
KAYNAK OZETLERI

2.1 Diinyada ve Ulkemizde Pistacia Tiirlerinin Uretimi ve Onemi
Woodroof (1967), Pistacia tiirleri Anacardiaceae familyasi icerisinde yer aldigini ve

Bat1 Asya ve Ortadogu kesimleri orijin alanlar1 oldugunu bildirmistir.

Michailides vd. (1995), Facelli vd., (2005), Swart ve Blodgett, (1998), 20. yy.'da
A.B.D.’nin Kaliforniya ve Arizona eyaletlerinde, Avustralya’da ve son 15 yildir

Giiney Afrika’da da kiiltiirliniin yapilmaya baglandigini bildirilmistir.

Arpact ve Acar (2012), tarafindan yapilan arastirma, Tiirkiye'de GAP bolgesinde
sulu kosullarda 1994 ile 2012 tarihleri arasinda uygun Antepfistigi ana¢ ve dikim
araliklarin1 belirlemek i¢in yapilmistir. P. vera, P. khinjuk, P. atlantica ve P.
terebinthus fidanlar1 anag olarak kullanilmigtir. Deney bahgesi 7x2, 7x4 ve 7x6 m
araliklarla kurulmus ve bes agaclar igeren {i¢ tekrarli deneme kurulmustur. Ekimden
2 yi1l sonra 'Siirt' ¢esidi anaclar {izerine asilanmistir. Anaglar 'gblge hacmi, kok capi,
gblge genisligi, meyve verme durumu gibi Ozellikleri degerlendirildirilmistir.
Asilamada en yiiksek basar1 P. vera' da alinirken en diisiik basar1 P.atlantica'dan elde
edildi. Kok gelisimi ve gblge genisliginde en iyi biiyiime P. atlantica elde edilirken
zayif bliyime P. terebinthus elde edilmstir. P. terebinthus tizerine asilanmig
agacglarda ¢igek tomurcuklanmasi ve liriin verme digerlerinden daha erken bir

zamanda gergeklesmistir.

2.2 Diinya'da Alternaria Yamklhik Hastaligi Konusunda Yapilan Cahismalar

Satil (1995), yabani Antepfistif1 tiirlerinin Dogu Anadolu, Dogu Akdeniz’in ve I¢
Anadolu’nun bazi illeri disinda Tiirkiye’de oldukg¢a genis bir yayilima sahip oldugu
belirlemistir. Tiirkiye’de bulunan Pistacia sp. tiirlerini Pistacia terebinthus L., P.
vera L., P. khinjuk Stocks., P. atlantica Desf., P. lentiscus L. ve P. eurycarpa Yalt.

olarak bildirmistir.
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Ustiiner (1996), mandarin ve altintop hibridi olan Minneola tangelo mandarin
cesidinde kahverengi leke hastaliginin olusumu ve bu hastaligin ¢esitli kimyasallarla
onlemesi iizerine bir ¢alisma yapmistir. Infekteli Mineola tangelo yapraklarindan iki
Alternaria spp. izolati tespit edilmis ve yapilan patojenite testleri sonucunda bu

izolatlardan birinin yiiksek diizeyde infeksiyon olusturdugunu gézlemlemistir.

Morris vd. (1999), Kaliforna’daki tarla domateslerinden alinan 228 Ornekten
%76’sinda Alternaria erken yanikhig: hastaligina neden olan patojenin Alternaria
alternata oldugunu belirlemislerdir. RAPD analizleri ile test edilen 69 izolat arasinda
yiiksek oranda genetik gesitliligin var oldugunu ortaya ¢ikarmiglardir. 137 RAPD
DNA markirlarindan sadece 34 tanesinin biitiin izolatlar i¢in monomorfik oldugunu
ve iki grup arasindaki genetik benzerligin ise %50 oldugunu saptamiglardir. Siyah
kiif simptomlarini olusturan Alternaria tiriiniin genetik olarak A. alternata’nin
oldugu belirlenmis ve test edilen 10 izolattan 2’sinde bu patojen izole edilmis ve

domatesteki govde hastaligina ise sadece bir izolat neden olmustur.

Mckay vd. (1999), keten bitkisinde ciddi bir sorun olan A. linicola ile A. solani
arasindaki akrabalik iligkisini ortaya koymak igin patojenlerin rDNA’simn ITS1
bolgesini PCR ile gogaltmiglar ve baz dizilerini karsilastirmislardir. Her iki tiire ait
ITS1 bolgesinin baz dizilerinin benzer oldugunu, A. linicola’nin aslinda A. solani’nin
form specialisi oldugunu ve farkl tiir olarak siniflandirilmamas: gerektigini ileri

stirmdslerdir.

Erkili¢ vd. (1999), tarafindan yapilan bir ¢caligmada iilkemizde Cukurova bolgesinden
toplanan 35 A. alternata f.sp. citri izolatinin iprodione’a karsi duyarliliklar: test
edilmistir. Testlenen izolatlardan 5 tanesinin iprodione’a karst Snemli Olciide
dayaniklilik kazandig: belirtilmistir. Ancak dayaniklilik kazanan izolatlar birka¢ kez
fungisit bulummayan ortama aktarilinca, dayaniklihgin ortadan kalktigini

gormiislerdir.

Timmer vd. (2000), tarafindan Florida’da yiiriitiilen bir calismada, Minneola tangelo
bahgesine birakilan tuzak bitkilerdeki infeksiyonlara g¢evresel faktorlerin etkisi
aragtirillmistir.  Sonuglar yagis, yaprak islakhigi ve sicakligin, spor ugusu ve

infeksiyonlarla pozitif iligkili oldugunu gostermistir.
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Laemmlen (2001), diinya capinda Alternaria spp. tiirlerinin yol agtigi hastaliklar ¢ok
yaygin oldugunu ve bu fungusun siis bitkileri ve yabani otlar, elma, ¢in lahanasi,
brokoli, havug, patates, domates, karnibahar ve turunggiller gibi pek ¢ok bitki

tiirlinde 6nemli kayiplara yol agtigini bildirmistir.

Swart (2003), Alternaria cinsinin birgok tarimsal iirtinde sorun oldugu ve hastalik

yaptigini bildirmisglerdir.

Broggi vd. (2007), Arjantin'de Entre Rios eyaletinde yapilan mikolojik bir
arastirmada, soya fasulyesi, taze toplanmis ve saklanan bugday tohumlar1 iizerinde
Alternaria alternata yaygmligimi incelemislerdir. izolasyon frekanslari-siklig
Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Penicillium ve diger funguslara ait tiirlerin nispi
yogunlugu hesaplanmigtir. Alternaria alternata'min siipiirge darisi, piring, soya
fasulyesi, taze ve hasat bugdayindan izole edilen en 6nemli fungus tiirii oldugunu

rapor etmislerdir.

Reis vd. (2007), tarafindan turunggil tiirlerinin patojene duyarlihig: ile ilgili yapilan
bir ¢alismada, Fairchild, Nova, Fortune hibritlerinin dogal infeksiyonlara duyarl:
olduklari; ancak dogada dayanikli olan bazi gesitlerde de yapay inokulasyonlarin

hastaliga neden olabildigi gorilmiistiir.

Kurt vd. (2007), tarafindan son yillarda Tiirkiye'de Trabzon hurmasinin (Diospyros
kaki L.), hasat sonu ¢iiriikligii belirtileri ve lezyonlari ana iiretim bolgelerinden biri
olan Hatay'da, uzun depolama sirasinda gozlenmistir. Lezyonlu doku parcalar
yiizeysel sterilizasyona tabii tutulduktan sonra PDA ( Patates Dekstroz Agar) besi
yerine" ekilmis ve 24°C'de 7giin inkiibe edilmistir. Koloni morfolojileri,
konidioforlar ve miselyumlar1 incelenmis ve Keissler'in morfolojik 6zelliklerine gore

bu patojen Alternaria alternata olarak tespit edilmistir.

Rodrigues vd. (2010), Brezilya'da patates (Solanum tuberosum) ve domates (S.
lycopersicum) iizerinde erken yanikliga sebep olan Alternaria tomatophila ve A.
grandis funguslarinin yayginligini incelemisler ve A. solani fungusunu patateste
erken yanikliga neden olan bir fungus olarak bildirmislerdir. Patatesten izole edilen
A.grandis funguslari domates bitkisine, domatesten izole edilen  Alternaria

tomatophila izolatlar1 patates bitkisine verilmistir. Yapilan istatistiki analizler sonrasi
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A. tomatophila ve A.grandis arasinda istatistiksel olarak Onemli bir fark

goriilmemistir.

Pavon vd. (2010) Alternaria tiirleri igin spesifik olan Alt al genini ¢ogaltmay:
hedefleyen PCR c¢alismasi1 yapmislardir. Bu galisma ile Alternaria alternata |,
Alternaria porri, Alternaria radicina ve Alternaria infectoria tiirlerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Analiz 2 asamada gergeklestirilmistir. Bunlardan ilk PCR analizinde
kullanilan primerler (Dir5cAlta 1-Inv4Alt a 1 ve 18 sfweu- 18 srveu) Alternaria
cinslerini saptamaktadir. Ikinci adim seminested PCR ydntemi ile Alternaria
tirlerinin  belirlenmesidir. Dizayn edilen primer c¢iftlerinin spesifikligi ¢esitli
Alternaria kiltiirleri DNA’sindan belirlenmistir. Calisilan yontem hem patojen
organizma kiltirinde hem de infekteli domates Oziinde (yaklasik olarak 102
CFU/ml) gerceklestirilmistir. PCR analizleri sonucunda, ¢iiriimiis domates
orneklerinden elde edilen tiiriin %100°G A. alternata tiirii olarak ve diger infekteli
domates dokularinin %8 ’inde A. alternata tiirtiniin DNA’ sinin varligi belirlenmis,
fakat tahil bitkilerinin %36,4lnde ise A. infectoria tiiriine ait DNA baz dizileri

belirlenmistir.

Nowicki vd. (2012), Alternaria yanikligi hastaliginin Brassicaceae familyasinda
Alternaria  yanikligt  simptomlarmin  farkli  Alternaria tiirleri  tarafindan
olusturuldugunu bildirmisler ve hastaligin kontroliinde uygulanabilir metod olarak
hastaliga direngli Brassicaceae gesitlerinin gelistirilmesi gerektigini savunmuslardir.
Ancak son derece dayanikli genetik kaynaklarmin bulunmasindan dolay1 Brasssica
tiirleri tizerinde hastaliga dayanikli cesitleri bildirememislerdir. Kuvvetli capraz
uyusmazlik, baskin gen etkilesimleri, ve brassica tiirleri arasinda kromozom sayis1
farklilig1 gibi sebeplerden dolay1 kiiltiir formlarina yabani tiirlerin Alternaria spp.
direng genlerinin transferini yapmak zorlasmis ve bu konuda yapilan transgenik

caligmalar basarisiz olmustur.

2.3 Antepfistig1 Hastaliklar:
Ding (1983), tarafindan iilkemizde goriilen Antepfistig1 hastaliklarin1 genis kapsaml
olarak bildirilmistir. Antepfistig1 hastaliklarini yaprak, meyve ve kok hastaliklar

olarak gruplandirmistir.
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IPGRI (The International Plant Genetic Resources Institute) tarafindan yayinlanan
“Descriptors for Pistachio” kitabinda, antepfistiginda 69 fungal etmenin

gozlemlendigi, bunlardan 27 adedinin ise hastalik meydana getirdigi belirtilmektedir.

Tathi vd. 1995 yilinda GAP' in devreye girmesi ile Pas (Uromiyces terebenthi)
Mildiyo (Phylactinia gutta) ve Kok ciiriikligii (Nematospora coryli, Alternaria sp.)
Septoria yaprak ve meyve leke hastaligi (Septoria pistacina) gibi hastaliklarin yaygin

ve zararli oldugunu bildirmislerdir.

Danisti vd. (2001), antep fistig1 lizerinde cesitli hastaliklar tespit edilmis olup
bunlardan bazilar1 6nemli hasara sebep olmaktadir. Fungal hastaliklarin listesi Dogu
Akdeniz ve Gilineydogu Anadolu bdlgelerinde fistik yetistiricileri tarafindan
belirlenmektedir. Antepfistiginda 6nemli hasara neden olan alti hastalik vardir.
Bunlar; Septoria yaprak lekesine neden olan Septoria pistaciarum, Verticillium
Solgunluguna neden olan Verticillium dahlia Kleb., kiillemeye neden olan
Phyllactinia angulata (E. S. Salmon), kok ve kok ciirikliigi neden olan
Phytophthora spp. ve Fusarium equiset (Cardo) Sacc.; stigmatomycosise sebep olan
Nematospora coryli Peglion and Aureobasidium pullulans (deBary) G. Arnaud,
Aspergillus Yaniklik Hastaligina sebep olan Aspergillus niger ve diger Aspergillus
spp. tirleridir.

Konukoglu vd. (2009), meyve kararmasina iliskin yapmis olduklar1 calismada
Aspergillus niger, Aspergillus sp. Cladosporium sp. Ulocladium sp. Penicillum sp.’

nin Ohadi Siirt ve Uzun meyvelerinde kararmalara neden oldugunu belirlemislerdir.

2.4 Antepfistiginda Alternaria Hastalhiklar:

Wasfy vd (1974), tarafindan hastalik ilk olarak Misir’da rapor edilmistir. Michailides
ve Morgan (1995) tarafindan 1985°te Kaliforniya/A.B.D.'de, Swart ve Blodgett
(1998) tarafindan Giiney Afrika’da ve Ash ve Lanoiselet (2001) tarafindan
Avustralya’da bildirilmistir.

Rotem (1994), konidinin, 24 saat iginde konukgu tizerinde yerlesebilmekte, kolonize
olmakta ve daha sonra sekonder konidi iiretimini baslatmakta oldugunu ve
konidilerin riizgar araciligryla kolaylikla yayilabildigini bildirmistir. Alternaria spp.
konidilerinin varligindan dolay1 kararan yapraklar, sezon sonuna dogru diistiigiinii ve

bahardaki primer enfeksiyonlarin ana kaynagini olusturdugunu ve. konidilerin kis
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boyunca, toprakta, diisen yaprak iizerinde, dormant halde kalmakta oldugunu rapor

etmistir.

Michailides vd. (1995), antep fistiginda Alternaria sorunu 1985 yilinda,
Kaliforniya’da tespit edilmis ve hastalik “Alternaria late blight” olarak

isimlendirilmistir.

Michailides vd. (1995), lentisel kaynakli bu lezyonlar kabukta lekelenmelere ve

endokarpin bozulmasina yol agabilecegini savunmuslardir.

Michailides vd. (1993-1995), Kaliforniya’da antepfistiginda Alternaria yanikliginin
bakir hidroksit ve bakir oksit ile basarili bir sekilde kontrol edildigi bildirilmistir.
Benomyl ile Alternaria spp.’nin neden oldugu meyve kararmalarinda azalma
oldugunu rapor etmislerdir. Ayni zamanda fungisitlerin yanlis kullanimi, dogru
miktar ve konsantrasyonda uygulanmamasi da etkili bir korumay1 saglayamadigini
bildirmislerdir. Bakir hidroksit ve benomyl, A.B.D.’de Antepfistiginda Alternaria

yanikligi’na kars tescillenmistir.

Michailides ve Morgan (1995), antep fistiginda Alternaria yanikliginin azoxystrobin
ile de basarili bir sekilde kontrol edilebildigini rapor etmislerdir. Ancak daha sonra
Ma ve Michailides, (2004), bu fungisite karsit direngli Alternaria izolatlarmin

varligini bildirmislerdir.

Prusky (1996), ise hasat sonrasi depolama sirasinda da meyve tizerinde Alternaria
spp. simptomlarinin gelisebildigi bildirilmistir. Béylece fungusun, konukgu iizerinde

de latent durumda kalabildigi ortaya ¢ikmuistir.

Simmons (1996), Alternaria spp. tiirlerini konidi sekli ve biiyilikliigline gore farkli

tiirler gruplandirmustir.

Arie vd. (1997), Ascomycetes grubu funguslarda eslesme tipi genlerinin PZR
amplifikasyonu klonlanmasi iizerine bir ¢alisma gergeklestirmislerdir. Bir¢ok tiirden
eslesme tipi genlerini elde etmek i¢in PZR temelli yaklagimlar rapor edilmistir ve

aseksiiel tiirlerin de MAT tasidigi belirlenmistir.

Pryor vd. (1998), dort yi1l boyunca muhafaza ettikleri kuru topraktan Alternaria spp.

izole edebilmislerdir.
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Doster ve Michailides (1999), kabuktaki lekelerin enfeksiyonun bir dl¢iisii oldugunu
ve bu nedenle atilmasi gerektigini savunmuslardir. Fistigin sert kabugunda meydana
gelen lekelerin buytkligli ve fazlaligi hastalik siddetini gosterdigini ve bu tiir

meyvelerde kalitenin diistiigiinii rapor etmislerdir.

Evans vd. (1999), Alternaria spp.'nin  yaprak dokiilmelerine, fistik kalitesinde
diisiise, infekteli ¢ekirdekte erken catlama ve kabuklarda kararmalara yol agtigini

bildirmislerdir.

Doster ve Michailides (1999), meyve endokarpinin etkilenmesinin, kabuk iizerinde
patojen kaynakli renk bozulmalarina ve erken ¢itlama durumunda ise g¢ekirdegin

infekte olmasina yol agmakta oldugu bildirimistir.

Kirnak vd. (1999), antep fistigi, asir1 sulamayi tolere edemedigi i¢in, fazla sulama
uygulamasinin agacin Alternaria spp. gibi firsat¢1 patojenlere daha duyarli hale

gelmesine yol agtigini rapor etmistir.

Arie vd. (2000), Fusarium oxysporum ve Alternaria alternata patojenik funguslarin
mating type genlerinin belirlenmesi iizerine yaptiklar1 c¢aligmada, A. alternata
primerlerinden amplifiye edilen iki DNA fragmentinin (AaFS3 ve AaM1-6)sekans
analizini yapilmiglardir. Bu analizler MAT1-1 idiomorfunun (1906 bp) alfa kutusu
motifinin proteini kodladigin1 ve MAT1-2 idimorfunun da (2220 bp) HMG (yiiksek

mobilite grup) kutusu motifinin proteini kodladigini gostermistir.

Pryor ve Michailides (2001), fistiklarda Alternaria ge¢ yanikligina neden olan
Alternaria izolatlarinin morfolojik, patojenik ve molekiiler karakterizasyonu
belirlemek i¢in Kalifornia‘da bes farkli bahgeden infekteli fistik dokularindan
Alternaria izolatlarim1 saflastirmislar ve denemeye aldiklar: tiim izolatlarin koloni
morfolojilerinin karakterizasyonlarini ve spor 6lgiimlerini yapmuglardir. izolatlarin
molekiiler karakterizasyonunu belirlemek amaciyla PCR temelli metodlardan RAPD
ve RFLP analizleri kullanmiglardir. Morfolojik 6zelliklere dayanarak, fistiklardan
izole edilen A. alternata, A. tenuissima, A. arborescens tiirlerinin A. infectoria tiiriine
cok benzemesiden dolay1 kesin bir tiir ayrimina gidememislerdir. Fakat Alternaria
infectoria tiiriiniin izolatlar1 ile yapilan RFLP verileri ve RAPD analizleri, infectoria
tiirlinlin alternata tiiriine ait gen dizilerine sahip oldugunu belirlemislerdir. Ancak ITS

baz dizi verilerini karsilastirdiklar: zaman infectoria tiirtiniin diger tiirlerden farkli bir
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filogenetige sahip oldugunu ortaya koymuslardir. Pryor ve Michailides (2002),
yiizey sterilizasyonuna tabi tutuklar1 asimptomatik ¢icek ve yaprak kisimlarindan
Alternaria spp. izole edebildiklerini rapor etmislerdir. Boylece simptomlar gelismeye
baslamadan 6nce patojen varligini ortadan kaldirabilmek i¢in en etkin ¢oziim olarak
fungisitler uygulanmaktadir. Alternaria spp.’nin agag bitkilerinde kimyasal kontrolii

hakkinda cesitli raporlar bildirilmistir.

Milgroom ve Peever (2002), patojene karst uygun kontrol stratejilerinin
gelistirilmesinde, patojen popiilasyon yapisinin bilinmesi, genetik ve patojenik
varyasyonun ortaya cikarilmasi, hastalik epidemiyolojisinin anlasilmasinin son

derece 6nemli ve gerekli oldugunu savunmuslardir.

Swart (2003), Alternaria konidilerinin antep fistigi bahgelerinde kurulan spor

tuzaklaria y1l boyunca yakalandigini tespit etmislerdir.

Hong ve Pryor (2004), Alternaria spp.’nin bocekler veya mekanik yaralanmalar ile
olusan acikliklardan bitki igerisine girebildikleri ve sekonder patojenler olarak

enfeksiyonlara yol actiklarini bildirmistir.

Michailides ve Morgan (2004), dogru fungisit uygulamas: yapilmaksizin bitki
budamalarinin Alternaria spp. patojenlerine giris kapilart agtigini ve patojen

kolonizasyonuna cesitli ¢cevresel faktorlerin de etkisi oldugunu savunmuslardir.

Michailides ve Morgan (1995-2004), patojeni hem hastalikli hem de saglikli yaprak
ve meyve dokularindan izole edilebilmislerdir. Alternaria spp. endofit olmamakla
beraber asimptomatik bitki dokusunda da hayat dongilerinin bir kismini
gecirebilmektedir.  Alternaria spp. saglikli bitki dokusunda c¢evresel sartlar
degisinceye ve bitki icerisinde gesitli fizyolojik degisikliklerle duyarli hale gelinceye
kadar latent olarak hayatta kalabilecegini ve uygun sartlar varolunca patojenik

olabilecegini bildirmislerdir.

Ferguson vd. (2005), tarafindan kuvvetli riizgarlarin da geng¢ agaglara zarar verdigi
ve bu sekilde firsat¢1 patojenlerin girisini kolaylastirdigi tarafindan rapor edilmistir.
Ayrica, yeterli yaz sicaklarinin yasanmadigi, 800 m’nin iistiindeki ytiksekliklerde,

bitki, yaprak ve meyve enfeksiyonlarina hassas oldugunu rapor etmislerdir.
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Konukoglu vd. (2009),tarafindan Tiirkiye’de Antepfistiginda meyve kararmalar1 ve
yaniklik seklinde ortaya ¢ikan problemin Alternaria cinsine ait fungal patojenler
tarafindan meydana getirildigi bildirilmis ve etmenlerin detayli bir sekilde

karakterize edilmesi gerektigi vurgulanmaistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal

Calisma 2013 yilinda Haziran-Nisan aylar1 arasinda Gaziantep Universitesi, Fen
Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii laboratuvart ve Antep fistigi Arastirma

Istasyonu, Bitki Hastaliklar1 laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
3.1.1 Fungus Izolatlar

Bu calismada, Alternaria yaniklik hastaligina neden olan Alternaria spp, Ege ve
Akdeniz Bolgesi'nden kiiltiirii yapilan antep fistigi (P. vera) ve yabani Pistacia
tirlerinden (P. terebinthus, P. lentiscus, P. khinjuk, P. atlantica, P.mutica) izole
edilmistir. Alternaria yanikli§1 gosteren bitki drnekleri, kiiltiirii yapilan antep fistig
ve yabani antep fistigimin dogal olarak yetistikleri (yabani tiirlerin bulunduklari
alanlardan) lokasyonlardan alinmistir. Bitkinin meyve ve yaprak kisimlarindan elde

edilen Alternaria spp. izolatlar1 bu ¢alismada kullanilmustir.
3.1.2 Fungus Izolasyonunda Kullamlan Cihazlar ve Kimyasallar

Fitopatoloji laboratuarlarinda kullanilan rutin arag-gere¢ ve ekipmanlar ¢alismalarda
kullanilmistir. Fungus Kkiiltiirlerinin  hazirlanmasi, gelistirilmesi ve muhafazasi
islemlerinde steril kabin (Bilser, Ankara), otoklav (Hirayama HV-50L), hassas terazi
(Dikomsan, KD-TBC), mikrodalga firin (Argelik, Tirkiye), inkiibator (Foc 225
IVelp Scientifica), buzdolab1 (Profilo, Tiirkiye), 151k mikroskobu, fotograf makinasi
(Kodak EasyShare 7980 DigitalCamera), pens, steril 6zeler, bisturi, meziir, beher,
erlen, PDA (Merck), PDB (Acumedia), antibiyotik (100 mg/L streptomisin stilfat)
(Sigma), NaOCI ve Tween 20 (0,5 ml/L) icin manyetik karistiric1 (Isotex,
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Almanya), Thoma lami (Isolab), whatman kagidi (Sigma), gliserol (Sigma), NaCl
(Sigma), drierit (Sigma), otoklav (Hirayama HV-50L, Japonya), derin dondurucu (-
20°C) (Samsung, Tirkiye) ve derin dondurucu (- 80°C) (Hettich Freezer, Almanya).

Molekiiler analizlerde, derin dondurucu (- 20°C) (Samsung, Tiirkiye) ve derin
dondurucu (- 80°C) (Hettich Freezer, Almanya), orbital ¢alkalayict (Niive), havan ve
havan eli, siv1 nitrojen, sogutmal1 santrifiij (Hettich, Almanya), vorteks (ika, Genius
3, Almanya), Tris Base (Sigma), HCI (Sigma), NaCl (Sigma), SDS (Sigma), EDTA
(Sigma), NaOH (Merck) kloroform (Merck), izoamil alkol (Merck), Etanol (%70 ve
%95) (Sigma), ddH,0, Glasiyel asetik asit (Sigma), DNA konsantrasyon cihazi
(Nanodrop, Maestronano, A.B.D), PCR cihaz1 (Proflex, A.B.D), agaroz (Bioshop),
agoroz jel elektroforezi (Cleaver, Ingiltere), jel goriintiileme cihaz1 (Vilber Lourmat,
Fransa), 1,5 mI’lik, 2 mI’lik ependorf, 0,2 mI’lik PCR tiipleri (Ependorf, Almanya),
1000 pl’lik, 100 pl’lik ve 10 pl’lik pipetor (Thermo) ve mikropipet uclari (Ependorf,
Almanya), 10XTaq PCR bafir (abm), 25 mM MgCI, (abm), Tag DNA Polimeraz
(abm), dNTP (100 mM, 25 pmol, dGTP, dATP, dCTP, dTTP) (Thermo), Primer (3’-
5%), 6X Loading dye (abm), Etidyum bromiir ve 100 bp DNA Ladder (abm, 500 ul)

kullanilmastir.
3.2 Yontem
3.2.1 Arazi cahsmalari

Arazi g¢alismalari, Ege ve Akdeniz Bolgesi'nden Alternaria yaniklik hastaliginin
baslangi¢ zamani olan (erken donem) Mayis-Haziran aylari ve hastaligin ileri
donemleri olan (ge¢ donem) Agustos-Eyliil aylarinda olmak tizere iki kez yapilmstir.
Alternaria yaniklig1 gosteren bitki ornekleri, kiiltliri yapilan antep fistig1 ve yabani
Pistacia tiirlerinin dogal olarak yetistikleri (yabani tiirlerin bulunduklar1 alanlardan)
lokasyonlardan alinmistir. Bu lokasyonlardan alinan meyve ve yaprak ornekleri Ege
Bolgesi Izmir (Aliaga, Bergama, Dikili, Cesme, Odemis, Beydag, Kemer), Aydin
(Yenipazar, Hacikoseler), Kiitahya (Emet,Simav), Denizli (Gliney, Haskdy), Manisa
(Seledi, Demirci, Osmancali, Karakilingh, Kozaklar, Kiiclikbelen, Ortakdy)
illerinden, Akdeniz Bolgesi’'nde ise Hatay (Merkez, Iskenderun), Mersin (Giilnar,
Erdemli, Aydincik, Silitke, Mut), Antalya (Alanya, Gazipasa), Kahramanmaras
(Pazarcik) illerinden temin edilmistir. Alternaria ile bulasik bitkilerin yaprak, ve
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meyve dokularindan 6rnek alinmak iizere segilmis ve kodlanarak 6rnekleme zarflart
igerisinde laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara getirilen siipheli bitki doku
ornekleri miimkiin oldugu kadar kisa siirede degerlendirilmeye alinmistir. 48 saat
icinde patojen izolasyonlar1 asamasi gergeklestirilmeye ¢alisiimig, degerlendirilmesi
yapilamayanlar ise patojen izolasyonu yapilincaya kadar +4 °C'de buzdolabinda

saklanmstir.
3.2.2 Meyve ve Yapraktan Alternaria spp. izolasyonu

Alternaria spp. patojen izolasyonu ig¢in, bitkinin Alternaria yaniklik simptomlari
gosteren, hastalik etmeni ile bulasik oldugundan siiphe edilen meyve ve yaprak

kisimlar1 kullanilmistir.

N\

24.06.2013 14:36

Sekil 3.1 Alternaria yaniklik simptomu gosteren bitki kisimlari.

Alternaria spp. tiirleri ile infekteli oldugu veya olabileceginden siiphe edilen
hastalikl bitki 6rneklerinin, yarist infekteli yarisi saglam dokudan olacak sekilde 3-5
cm? biiyiikliigiinde doku parcalar kesilmistir. Kesilen érnekleme materyali ilk olarak
cesme suyunda yikanarak tozdan arindirilmig ve steril kabin igerisine alinmistir.
Daha sonra, ornekler ylizey sterilizasyonu i¢in Tween-20 (1ml/l) eklenmis %3’lik
NaOCl ¢ozeltisinde 5 dakika bekletilmistir. Siire sonunda sterilantin uzaklastirilmasi
icin 3 kere sdH,O ile durulama islemi yapilmistir (Pryor ve Michailidies, 2002).
Ornekler steril kurutma kagitlarmin arasmna almarak, kurutulmak iizere 1-1,5saat

boyunca steril kabin icerisinde bekletilmistir. Kuruyan bitki ornekleri steril pens
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yardimiyla alinarak her bir besi yerinde 3 adet olacak sekilde genel besi yeri olan
PDA'ya ekilmistir. Kiiltiirler 23-25 °C sicaklik ve beyaz floresan 15181n saglandigi
inkiibatorlerde 3-5 giin siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi koloni
morfolojisi ve konidilerin 6zellikleri dikkate alinarak (Simmon,2007), Alternaria
spp.’ye ait oldugu belirlenen farkli koloniler yeni bir PDA ortamina aktarilmistir. 3-5
giin sonunda gelisen fungus kolonilerinde Alternaria spp. tek spor izolasyonlari
gerceklestirilmistir (Can vd., 2003; Dolar 2006).

3.2.3 Alternaria spp. Tek Spor izolasyonu

Molekiiler calismalarin hassasiyeti Alternaria spp.’e ait tek spordan gelisen
kolonilerin kullanilmasini gerektirmektedir. Bu amagcla spor olusturmus fungal kiiltiir
yiizeyinden 6ze ile alinan sporlar yeni bir PDA ortamina yayma yapilarak aktarilmis
ve 24 saat 23+2 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Gelisen 06rnekler 1s1k
mikroskobunda (x10) ve ters mikroskopta (x10) incelenerek tek spordan gelisen
hifler isaretlenmistir. Daha sonra steril bistiiri yardimiyla, isaretlenen yerden kiiciik
bir parga alinmis ve gelismek lizere PDA ortamina aktarilmistir. PDA ortamina
alman Ornekler bir sonraki ¢alisma da kullanilmak iizere 2342 °C’de inkiibasyona

birakilmistir (Can vd., 2003; Dolar 2006).

i

Sekil 3.2 Tek spordan gelistirilen Alternaria spp. koloni morfolojileri (a) Yayma
yapilmig 2giinliik Alternaria spp. kolonileri, (b) Tek spordan gelistirilen Alternaria
spp. kolonisi.
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3.2.4 Alternaria spp. izolatlarinin Muhafazasi
Saf kiiltiir olarak c¢ogaltilan Orneklerin muhafazast i¢in iki farkli yontem
uygulanmstir. Ik yéntemde, 500 ul gliserol stok (Ek 2) iceren eppendorf tiiplerine
gelisen kolonilerin ug¢ biiyiime noktalarindan, 3-5 kiiclik parca konularak -80 °C’de
saklanmigtir. Diger yontemde ise, saf kiiltiirler PDA ortaminin iizerine yerlestirilmis
Whatman kagidinda gelistirilmistir. Bunun i¢in gelisen Orneklerden steril bistiiri
yardimiyla kiigiik bir parca alinip, steril Whatman kagidi {izerine ekilmis ve gelismek
lizere 23+2 °C’de 3-5 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda iizerinde
fungus gelisen Whatman kagidi steril pens yardimiyla ortamdan cekilerek alinmig ve
steril petri kaplarinda kurutulmustur. Kurutulan izolatlar steril kagit zarflarin

icerisine konularak -20 °C’de saklanmistir (Can vd., 2003; Dolar 2006).
3.2.5 Patojenisite Calismalari

Patojenisite ¢alismasi igin, Siirt ve Uzun cesitlerine gore patojenlere karsi daha
hassas oldugu saptanan Ohadi c¢esidi kullanilmistir (Konukoglu vd., 2014).
Patojenisite calismalarinda yaprak orijinli izolatlar i¢in yaprak, meyve orijinli
izolatlar i¢in meyve kullanilmustir. Inokulasyonlarin yapilacag yapraklar yaklasik 5-
8 cm ¢apinda; herhangi bir simptom gdzlenmeyen geng yapraklardan, meyveler ise;
iizerinde herhangi bir lezyon bulunmayan meyvelerden seg¢ilmistir. Inokulasyon igin
10-15 giinlik PDA da gelistirilmis Alternaria spp. kiiltiirlerinden spor
siispansiyonlar1 hazirlanmis ve 1x10°konidi/ml konsantrasyondaki patojen konidi
siispansiyonlart kullanilmistir. Konidi siispansiyonu, meyve ve yaprak yiizeyleri
lyice 1slanincaya kadar ( her bir plastik kaba ortalama 30 ml spor siispansiyonu) bir
el spreyi ile piiskiirtiilmiistiir. Kontrol grubu meyvelerine ise 30 ml steril saf su
verilmistir. Bu calismada inokulasyonlar 5 tekrarli olacak sekilde 2 kez deneme
kurulmustur. Inokulasyonu takiben yaprak ve meyveler plastik kapakli kaplara
yerlestirilmis ve 24°C'de 12 saat aydinlik/12 saat karanlik periyodunun uygulandig:

iklimlendirme odalar1 veya kabinlerinde 7 giin inkiibasyona birakilmustir.

7 giinliik ve 14 giinliik inkiibasyon sonrasi toplamda iki kez deneme materyallerinde
olusan lezyon boyutlar1 dl¢iilmiis ve degerlendirme i¢in 1-4 skalasi (1: lezyon yok, 2:
lezyonlar<l mm, 3:1<lezyonlar<5mm, 4: lezyonlar>5 mm) kullanilmistir (Zhou vd.,

1999). Skala degerleri sonucu hastalik siddeti Tawsend-Heuberger formiilii
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kullanilarak hesaplanmistir (Karman, 1971). Boylece elde edilen izolatlarin patojen

olup/olmadig1 testlenmistir.

Skala degeri x Bitki savyisi
% Hastalik siddeti= = ( g yisy x 100

Toplam Bitki Sayist x En Yiiksek Skala Degeri

( Townsend ve Heuberger, 1943).

Sekil 3.3 Yaprak ve Ohadi meyvesinde patojenisite ¢aligmasi.

Sekil 3.4 Patojenisite testindeki meyvelerin (1-4 skalasina gore) degerlendirilmesi a)
1 skalasi: lezyon yok, saglikli meyve (kontrol grubu), b) 2 skalasi: hastalik
simptomlar1 <Imm, c¢) 3 skalasi: hastalik simptomlar1 1<lezyonlar<5mm, d) hastalik
simptomlar1 >5 mm.
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3.2.6 Koch' Postiilatinin Uygulanmasi

Alternaria spp. izolatlarinin patojenik a¢idan dogrulanmasi amaciyla Koch postulati
uygulanmistir. Buna gore patojenisite calismasi sonucu gelisen lezyonlu kisimlar
tekrar PDA ortamina ekilerek, lezyonlu kisimlarin Alternaria spp. tarafindan

meydana getirilmis olup/olmadig testlenmistir.
3.2.7 Istatistiki Analizler

Tesadiif Parseli Deneme Desenine gore kurulan patojenisite g¢aligmasi sonucu
Townsend ve Heuberger formiilii kullanilarak elde edilen hastalik siddeti verileriyle,

JMP programi kullanilarak istatistiksel yapilmistir.
3.2.8 Alternaria spp. Molekiiler Analizleri

Eseysiz olarak ¢ogalan Alternaria spp. tiirlerinde esey tipini belirlemek amaciyla
Matl.1 ve Matl.2 lokus bolgesi calisilmistir. Ornekleme yapilan alanlarda her iki
esey tipinin de varligi/yoklugunu gostermek amacghi eslesme tipi analizleri
yapilmistir. Bu bolgeler PCR ile ¢ogaltilmis ve elektroforez isleminden sonra esey
tipi dagilimlar1 ortaya ¢ikarilmistir. Molekiiler caligmalarda Ege ve Akdeniz

Bolgesi'nden izole edilen 104 Alternaria spp. izolati kullanilmistir.

3.2.8.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyon g¢alismalarinda yabani tiirler (P. terebinthus, P. lentiscus, P. khinjuk,
P. atlantica) ve P. vera orijinli olmak iizere toplamda 104 Alternaria spp. DNA
izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlar, stvi PDB (Merck-Almanya) besiyeri kullanilarak
horizontal calkalayic1 tizerinde, 75 rpm’de, 3-5 giin siire ile karanlik kosullarda
kiltiire alinmistir ve siire sonunda gelisen fungus hifleri kullanilmistir(Peever vd.,
1999). Yeterince gelisen miselyumlar havan ve havan-eli yardimiyla sivi azot
eklenerek ezilmistir. Calisilan Orneklerin tamaminda manuel DNA izolasyonu

yapilmistir (Dobinson vd., 1995).

DNA izolasyonu asamasinda kullanilan metot Dobinson vd. (1995) ve Peveer vd.
(1999)’dan modifiye edilmistir. Ezilmis dokular lizis ile muamele edilmis ve 3

dakika vortekslenmistir. Daha sonra 2 defa tampon ¢ozelti 24:1 oraninda
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kloroform:izoamil alkol eklenerek 4°C’de 5 dakika 10000 rpm’de santifiij edilmistir.
Bu islem sonrasinda, iist faz (stipernatant) 2 defa soguk % 95’lik etanolle (2 hacim)
coktiiriilmiis ve 4°C’de 5 dakika 14000 rpm’de santifiij asamasi tekrarlanmistir.
Pellet % 70’lik etanolle yikanmis ve etanolii uzaklastirmak icin eppendorflar
icerisindeki DNA, yaklasik 45 dakika kurumaya birakilmistir. Son olarak DNA,
1XTE (Ek 3) iginde ¢dzdiiriilmiis ve PCR analizlerinde kullanincaya kadar -20 °C' de

muhafaza edilmistir.

Sekil 3.5 DNA izolasyonu hazirlik asamasi (@) PDB ortaminda hif gelisimi
saglanmis Alternaria spp. izolati, (b)-(c) Alternaria spp. izolatinin PDB ortamindan
uzaklastirilmas1  amaciyla steril su ile ykanmasi, (d) Izolatin sivi azotta
dondurulmadan 6nce aliiminyum folyo ile paketlenmesi.

DNA izolasyonu sonucunda elde edilen DNA'larin konsantrasyonlari Nanodrop
cihazt kullanilarak o6l¢iilmiis ve 20 ng/ul konsantrasyonundan fazla ¢ikan

konsantrasyonlar igin gerekli sulandirmalar yapilmistir.
3.2.8.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizleri

Molekiiler karakterizasyon i¢in Ege ve Akdeniz Bolgesi'nin gesitli lokasyonlarindan

elde edilen Alternaria spp. DNA izolatlar1 kullanilmistir.
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3.2.8.3 PZR Protokolii

PZR protokolii Stewart vd. (2011)’e goére modifiye edilmistir. Fungal DNA
amplifikayonu icin fungustan elde edilen 1ul DNA, 25 ul reaksiyon hacmine
tamamlanmistir. Reaksiyon karisimi 1xPZR buffer, MgCl, (1.5 mM), dNTP
(0.2mM), Primer F (0,4mM), Primer R (0,4mM), Tag DNA Polymeraz (1.0 U) ve
dH,0' den olusmaktadir.

3.2.8.4 PZR Amplifikasyonu

Alternaria spp. molekiiler ¢alismalari i¢in 6ncelikle PZR optimizasyon kosullari
belirlenmistir (Stewart vd., 2011) Buna gore; DNA ilk 5 dk i¢in 95 °C’de denatiire
edilmistir. Daha sonra 35 PZR dongiisii; her dongiide denatiirasyon i¢in 95 °C’de
20s, primer baglanmasi i¢in 58°C’ de 30s, uzama i¢in 72 °C > de 30s. ayarlanmistir.

En son 72 °C’ de 10 dk bir dongii izlenmistir
3.2.8.5. Eslesme Tipi (Mating Type) Analizleri

Eslesme tipi genleri Matl.1 i¢in yaklasik 600bp: Almat L ve AA-mat1-867, Matl.2
icin yaklasik 800bp: AA-mat2-169 ve Asm1-8 primerleri ve Mat tipi bilinen pozitif
kontroller kullanilmistir. PZR sonucu DNA bant durumlarini goriintiilemek ic¢in

agaroz jel elektroforezi uygulanmstir.

Tablo 3.1 Calismada kullanilmis olan primerlerin dizileri ve bant biiytikliikleri
(Steward, 2011).

Bolge Primer Primer Dizisi

Mat1.1. ALMAT-L 5-GCAAGATTCTAGGCCCAACG-3'
AA_Matl_867 5-TGCGGTGGGGAGTAGTGT-3'

Mat1.2. AA_Mat2_169 5-CAGCACCCCGACTACAAGTAT-3
ASM1-8 5-GGTCGTGAGTCGTGATCG-3'

3.2.8.6 Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi icin, %1.5 oraninda hazirlanan agaroz jel (Ek 4), 1X TAE
(Tris, Asetik asit, EDTA, Ek 5'de verilmistir.) soliisyonunda eritilmistir. Agaroz jel
icerisinde DNA’nin UV 1s1k altinda goriilmesi i¢in 25 pl etidium bromiir (0.5 pg/ml)
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eklenmistir. Bu ¢ozelti 55-60 °C’ye kadar soguduktan sonra jel tankina dokiilmiis ve
jel polimerizasyonu sonrast taraklar c¢ikarilmis ve jel 1XxTAE tamponu igeren
elektroforez tankina alinmistir. Jelin ilk kuyucuguna markir (1 kb veya 50 b¢ DNA)
diger kuyucuklara ise, 4 pl yiikleme tamponu ile karistirilmis 25 ul PZR iiriinii
yiikklenmistir. Elektroforez islemi %1,5 agaroz jelde, 90V/cm’de 1,5 saat siire ile

uygulanmigtir.
3.2.8.7 Bantlarin Goriintillenmesi

Elektroforez islemlerinden sonra olusan bantlar, bant sayisi ve biiylikliigli dikkate
almarak UV transimiillator, bilgisayarli jel dokiimantasyon ve goriintiilleme
sisteminde goriintiilenmis ve fotograflanmistir. Jeldeki bant biiyiikliikleri dikkate

almarak MAT (Eslesme Tipi) tayinleri yapilmistir (Arie vd., 2000).
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI
4.1 Arazi Calismalari

Yapilan bu tez kapsaminda Ege ve Akdeniz Bolgesi'nde yetisen Pistacia tiirlerinde
Alternaria spp.’nin neden oldugu Alternaria yaniklik hastaligi semptomlar1 tespit
edilmistir. Patojen izolasyonlart 'Erken Doénem' Mayis — Haziran 2013 ve 'Geg
Donem' Agustos — Eylil 2013 tarihleri arasindan Tablo 4.1'de belirtilen
lokasyonlardan toplanan 6rneklerden gergeklestirilmistir. Patojenisite analizleri igin
Mayis — Haziran 2013 tarihlerinde yapilan sorveyler sonucu elde edilen izolatlar
kullanilmis ve patojenisite denemesi Mayis-Kasim 2013 tarihleri arasinda
kurulmustur. Molekiiler analizler i¢in her iki donemden de elde edilen izolatlar
kullanilmis ve Subat-Nisan 2014 tarihleri arasinda g¢alisilmistir. Ege ve Akdeniz
Bolgeleri'nden toplanan toplam lezyonlu 6rnek sayisi ile bu lezyonlarin laboratuarda

islenmesiyle elde edilen Alternaria spp. izolati sayisi yiizde (%) olarak kiyaslanmigtir
(Tablo 4.2).
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Tablo 4.1 Ege ve Akdeniz Bolgeleri'nde 6rnekleme yapilan lokasyonlar ve toplam

izolat sayisi

il Lokasyon Konukgu Ornek Sayisi
Aliaga, Bergama,,  Dikili, P.vera
[zmir Cesme, Odemis, Beydag, P.terebinthus 36
Kemer P.atlantica
P.lentiscus
Aydin Sultahnhisar, Yenipazar, P.vera 14
Hacikoseler P.terebinthus
Kiitahya Emet,Simav P.vera 11
P.terebinthus
P.vera
Manisa Selendi, Demirci, Merkez P.terebinthus 45
P.atlantica
P.khinjuk
P.vera
Denizli Giiney, Saraykdy P.terebinthus 11
P.atlantica
Hatay Merkez, iskenderun P.terebinthus 5
Mersin Giilnar, Mut, Silifke, Aydincik, P.vera
Erdemli P.terebinthus 31
P.mutica
P.vera
Kahramanmaras Pazarcik P.terebinthus 10
P.khinjuk
Antalya Gaziler, Alanya P.terebinthus 13
TOPLAM iZOLAT SAYISI 176
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Tablo 4.2 Toplanan bitki 6rnegi sayisinin, Alternaria spp. izolatlarina oran1 (%).

Lokalizasyonlar Bitki Ornegi Sayisi Alternaria spp. Oran
[zmir 45 36 80
Aydin 31 14 45,6
Manisa 64 45 70,31
Kiitahya 13 11 84,61
Denizli 11 11 100
K.maras 64 10 15,62
Antalya 19 13 68,42
Mersin 91 13 14,28
Hatay 13 5 38,46
Toplam 351 158 45,01

Pistacia sp. yetisen alanlardan 6zellikle konsantrik halkali leke veya kahveden siyaha
kadar degisen farkl: sekillerde nekrozlu doku gosteren kiiltiir ve yabani fistiklarin

yaprak ve meyve ornekleri toplanmistir.

Hastalikli  Pistacia sp. meyvelerinde simptomolojik olarak baslangigta
kahverengilesme seklinde ortaya ¢ikan simptomlar daha sonra meyve yiizeyinde
siyahlagsmalara ¢okiintiilere ve zararlara neden olmustur. Perikarpta kirmizi kabukta
meydana gelen simptomlarin yani sira kararmalar sert kabukta da gériilmiistiir (Sekil
4.1).

Tiirlere gore bu simptomlar farklilik gostermistir. Antepfistigi ¢esitlerinde;
kararmalar u¢ kisimdan ve kenarlardan ¢atlama seklinde, Melengic, Buttum, Atlantik
sakizi, Mastik sakizinda ise; dairesel ve meyvenin orta kisimlarinda baslamis ve

sonradan tiim meyve yiizeyini kaplamistir (Sekil 4.2).

Hastalik ikincil infeksiyonlarini ge¢ donemde (Agustos — Eyliil) olusturmustur. Bu
donemde meyvelerde perikarpta lezyonlar ve yine ilerleyen donemde meyve iginde
de (endokarp) kararmalar olusmus, bu kararmalar acimtirak tat olusumuna neden

olmustur.
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Sekil 4.1 P. vera'da goriilen Alternaria yaniklik simptom cesitleri a) baslangicta
kahverengilesme seklinde ortaya ¢ikan simptomlar, b) meyve yiizeyinde
siyahlagmalar ve ¢oOkiintiiler, ¢) u¢ kisimdan baglayan kararmalar, d) endokarpta
goriilen kararmalar.

Sekil 4.2 Pistacia spp.'de Alternaria yaniklik simptomlari. a) Saglikli Buttum
meyveleri-Manisa, b) Buttum meyvesinin tamamini1 kaplamis simptomlar-Manisa, c)
Melengic tizerinde dairesel ve meyvenin orta kisimlarinda baslamis simptom-Hatay,
d) Melengic yaprag iizerindeki simptomlar-izmir.
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Hastalik etmeni bitkinin meyvesi disinda, salkim sapt ve yapraklarinda da

enfeksiyona neden olmustur. (Sekil 4.3; Sekil 4.4).

Sekil 4.3 Hastalik semptomu gosteren Pistacia spp. kisimlart (a) Antepfistigr salkim
sap1 lezyonu Mut-Mersin'den; (b) Menengi¢ meyve lezyonu Iskenderun-Hatay'dan;
(c) Menengi¢ salkim sapt lezyonu Selendi-Manisa'dan; (d) Antepfistigt meyve
lezyonu Demirci-Manisa'dan.

Sekil 4.4 Ege Bolgesi izolatlarindan Alternaria yanikligi gosteren yapraklar.
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4.2. Alternaria Yamklik Hastaig Etmeninin izolasyonu

Alternaria spp. ile enfekteli oldugu tespit edilmis bitki ornekleri 3 giin iginde izole
edilmistir. PDA besi yerinde bakteri gelisimini engellemek amagli streptomisin ve
amfisilin antibiyotikleri kullanilmistir. Besi yerinde zeytin yesili, havai hifli koyu
grimsi ve siyaha yakin renklerde koloniler gelismistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5 Alternaria spp. izolatlarinin PDA ortamindaki koloni morfolojileri (5
giinliik koloniler).

4.3 Fungal kiiltiirlerde Alternaria spp.'nin Morfolojik ve Mikroskobik Teshisi

Hastalik simptomu gdsteren yabani ve kiiltiir Antepfistigi meyvelerinde yapilan
izolasyonlarda gelisen fungal kolonilerin makroskobik ve mikroskobik incelemeleri
sonucu Alternaria spp. izolatlar1 belirlenmistir. Alternaria spp. morfolojik tanisi,
tiirlere ait koloni rengi, konodiofor biiyiikliigii, konodi biiyiikliigii, spor biiyiikligii,
spor yapisi gibi 6zelliklerine gore yapilmistir (Simmon,2007).

Alternaria spp. hizli biiylimiis ve zeytini yesil, siyah-grimsi, koyu kahverengi

renklerde koloniler olusturmustur. Bir kisminda koloniyi saran ince beyaz bir halka
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bulunur. Havai hiflerinin {izeri pamugumsu yapida bir morfolojiye sahiptir (Sekil
4.6).

Sekil 4.6 Alternaria spp. kolonilerinin petri goriintiileri(7 giinliik koloniler).

Mikroskobik olarak ¢ok hiicreli konidileri (dictyoconidia) akropetal dallanma
(blastocatenate) goOstermistir. Bu dallanma noktalarindan kisa veya uzun

konidiyoforlar tiretilmektedirler.

Alternaria spp. konidileri zincirlenmis durumda yogun olarak goriilmiis ve daginik
bir sekilde dallanmistir ve tipik olarak kiigiik olup bir ucu yumru olan sopaya
benzemektedir. Genel spor sekli eliptik, en az 30 um uzunlugunda ve ince duvarh ve
bazi tiirlerde tepe kismi konik yapida olup enine ve boyuna septalart vardir
Kolonilerin mikroskobik olarak incelenmesi sonucu koyu renkli ve septali olan
hifleri ve konidiyoforlarmin ise septali, koyu renkli basit ya da demet olusturmus

oldugu gozlenmistir (Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9).
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Sekil 4.7 Alternaria spp. kolonilerinin 1sik mikroskobundaki goriintiileri: a) x4'te
konidiyum goriintiisii, b) x10'da konidiyum yapilarinin goriintiisii, c) x40'ta
konidiyum ve hifler, d) Farkli olgunluktaki enine-boyuna bdlmeli konidiyum yapisi

Sekil 4.8 Farkli olgunluktaki Alternaria spp. konidileri (x40).
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Sekil 4.9 Isik mikroskobunda Alternaria spp. Konidi ve hif yapilar1 a) dallanmis
konidiler (x10), b) olgunlasmig Alternaria konidileri (x40), c)-d) hif yapilar1 (x40).

4.4. Patojenisite Calismalari

Patojenite ¢alismalarinda, sorveyler esnasinda Alternaria tiirleri ile bulasik
oldugundan siiphe edilen yabani ve kiiltiir fistiklarinin meyve, yaprak ve yaprak sap1
kisimlarindan yapilan izolasyonlar sonucunda 176 farkli Alternaria spp. izolat: elde
edilmistir. Bu izolatlarin 164 adedi patojenisite ¢alismasinda kullanilmistir.
Patojenisite calismasi icin, Siirt ve Uzun ¢esitlerine gore patojenlere karsi daha
hassas oldugu saptanan Ohadi ¢esidi kullanilmistir (Konukoglu ve ark., 2014).
Calismada kullanilan patojen Alternaria spp. izolatlar1 Tablo 4.3'de gosterildigi gibi

belirlenmistir.
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Tablo 4.3. Patojenisitede kullanilan Alternaria spp. izolatlar

iL Lokasyon Konukeu izolat No: Hastahk Sid.(%)  Ort.
Merkez P.terebinthus 31-02 56,27
Merkez P.terebinthus 31-03 46,39

Hatay Iskenderun P.terebinthus 31-05 20 45,2
Iskenderun P.terebinthus 31-08 60,13
Iskenderun P.terebinthus 31-09 41,49

Giilnar P.terebinthus 33-04 75,56
Erdemli P.terebinthus 33-10 48,81
Erdemli P.terebinthus 33-11 55,98
Mersin Tasucu P.terebinthus 33-12 42,65 54,3
Mut P.vera 33-20/2 44,45
Aydincik P.vera 33-28 39,59
Tarsus P.vera 33-34 73,17
Pazarcik P.vera 46-02/1 43,06
Pazarcik P.vera 46-02/2 51,285
K.Maras Pazarcik P.vera 46-02/3 60,28 44,6
Pazarcik P.vera 46-06/1 38,10
Pazarcik P.vera 46-06/3 30,19
Aliaga P.vera 35-01 44,45
Aliaga P.atlantica 35-02 73,34
Dikili P.terebinthus 35-04 54,69
Aliaga P.terebinthus 35-05 37,27
Bergama P.atlantica 35-08 80
Bergama P.atlantica 35-10 56,83
Aliaga P.vera 35-12 40,87
Aliaga P.vera 35-13 (YY) 58,51
Aliaga P.atlantica 35-14 63,34
Dikili P.vera 35-15 47,56
Aliaga P.atlantica 35-16/1 52,25
Aliaga P.atlantica 35-16/2 76,51
Aliaga P.atlantica 35-17 57,78
Aliaga P.atlantica 35-18 67,78
Cesme P.atlantica 35-20 74,79
izmir Cesme P.atlantica 35-20/1 36,67
Cesme P.atlantica 35-21 47,7 53,3
Cesme P.lentiscus 35-22 41,11
Odemis P.lentiscus 35-23 60
Odemis P.vera 35-27 54,17
Odemis P.terebinthus 35-28 40
Cesme P.lentiscus 35-34 55,90
Cesme P.lentiscus 35-35 51,11
Cesme P.lentiscus 35-36 40,87
Beydag P.terebinthus 35-37(Meyve) 51,12
Beydag P.terebinthus 35-37(Yaprak) 64,15
Beydag P.terebinthus 35-37(Y .sap1) 55,16
Kemer P.terebinthus 35-38 53,89
Kemer P.terebinthus 35-38/1 23,01
Kemer P.terebinthus 35-39 51,11
Kemer P.terebinthus 35-40 63,34
Kemer P.terebinthus 35-41 54,17
Kemer P.terebinthus 35-43 55,48
Kemer P.terebinthus 35-44 44,45
Kemer P.lentiscus 35-45 52,14
Cesme P.lentiscus 35-45 (YY) 36,59
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Tablo 4.3 Patojenisitede kullanilan Alternaria spp. izolatlar1 (devami)

Selendi P.terebinthus 45-01/1 44,44
Selendi P.terebinthus 45-01/2 45,64
Selendi P.terebinthus 45-01/3 61,12
Selendi P.terebinthus 45-01/4 50,84
Selendi P.terebinthus 45-03 61,54
Selendi P.vera 45-05 59,53
Selendi P.terebinthus 45-06 70,17
Demirci P.vera 45-13/1 43,33
Selendi P.terebinthus 45-14/1 60
Selendi P.terebinthus 45-14/2 57,69
Demirci P.vera 45-16 47,78
Demirci P.vera 45-19 38,89
Selendi P.vera 45-22 36,67
Demirci P.vera 45-23 54,36
Selendi P.vera 45-25/1 80
Selendi P.vera 45-25/2 48,41
Selendi P.vera 45-26/1 61,62
Selendi P.atlantica 45-27/1 34,61
Selendi P.atlantica 45-27/2 62,64
Selendi P.vera 45-29 39,23 51,9
Manisa Selendi P.vera 45-29/2 69,05
Demirci P.terebinthus 45-33 65,56
Demirci P.terebinthus 45-33/2 44,17
Merkez/Yunt P.vera 45-37 48,89
Merkez/Yunt P.vera 45-38/2 59,53
Merkez/Yunt P.vera 45-41(Atipik) 52,86
Merkez/Yunt P.vera 45-41/1 55,16
Merkez/Yunt P.khinjuk 45-42 67,78
Merkez/Yunt P.vera 45-43 27,78
Merkez/Yunt P.vera 45-45 36,03
Merkez/Yunt P.atlantica 45-46 52,15
Merkez/Yunt P.atlantica 46-46/1 53,33
Merkez/Yunt P.vera 45-48 54,87
Merkez/Yunt P.vera 45-48/1 45,56
Merkez/Yunt P.vera 45-48/2 52,22
Merkez/Yunt P.vera 45-50 30,43
Merkez/Yunt P.atlantica 45-53 39,17
Merkez/Yunt P.atlantica 45-56 31,59
Merkez/Yunt P.atlantica 45-57 56,17
Merkez/Yunt P.vera 45-58 68,89
Merkez/Yunt P.atlantica 45-60 53,17
Demirci P.terebinthus 45-64(Y) 56,67
Simav P.vera 43-03 66,67
Simav P.vera 43-04 78,89
Simav P.vera 43-05 31,19
Emet P.vera 43-07 51,79
Kiitahya Emet P.vera 43-09 60,61 55,7
Emet P.vera 43-10/1 59,13
Emet P.vera 43-10/2 68,4
Emet P.vera 43-11 35,82
Emet P.vera 43-12 65,08
Emet P.terebinthus 43-13 39,68
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Tablo 4.3 Patojenisitede kullanilan Alternaria spp. izolatlari (devami)

Sultanhisar P.vera 09-09 67,72
Yenipazar P.vera 09-13 85,19
Yenipazar P.vera 09-14/1 31,11
Yenipazar P.vera 09-14/3 44,96
Yenipazar P.vera 09-17/1 61,52
Yenipazar P.vera 09-17/2 53,29
Aydin Yenipazar P.terebinthus 09-23/1 42,23 55,4
Yenipazar P.terebinthus 09-23/2 35,56
Yenipazar P.terebinthus 09-24 41,11
Yenipazar P.vera 09-26(Ysap1) 92,31
Hazikoseler P.vera 09-27 65,80
Hacikoseler P.vera 09-28 56,19
Hacikoseler P.vera 09-29 51,11
Hacikoseler P.terebinthus 09-31 48,34
Giliney P.vera 20-01 51,12
Giiney P.vera 20-03 22,22
Giiney P.vera 20-05 45,56
Giiney P.terebinthus 20-06 46,67
Denizli Giiney P.terebinthus 20-06/1 50,77 52,7

Giiney P.terebinthus 20-06/2 44,53
Giiney P.terebinthus 20-07 64,69
Saraykoy P.atlantica 20-08 72,23
Gliney P.vera 20-11 76,67

Patojenite testi i¢in PDA besi ortaminda gelistirilen 10-15 giinliik Alternaria spp.
kiiltiirlerinden elde edilen patojen spor siispansiyonu (10°x konidi/ml) kullanilmustir.
Konidi slispansiyonu, meyve ve yaprak yiizeyleri iyice 1slanincaya kadar (30 ml spor
slispansiyonu) bir el spreyi ile piiskiirtiilmiistiir. Kontrol grubu meyvelerine ise 30 ml
steril saf su verilmistir. Alternaria sporlari Ohadi meyvesi ve yapraklarina inokule
edilmistir. Kontrol gruplarinda herhangi bir enfeksiyon gozlenmezken, Alternaria
spp. izolatlarinin inokule edildigi yaprak ve meyvelerin enfekte oldugu
gbzlemlenmistir. Sonuglar1 inokulasyondan 7 giin ve 14 giin sonra alinmistir. 7 ve
14. giinlerde lezyon boyutlar1 1-4 skalasina gore 6lgiilerek (Zhou vd., 1999) hastalik
siddetleri Tawsend-Heuberger formiilii ile hesaplanmis ve bir takim veriler elde
edilmistir (Karman, 1971). Boylece elde edilen izolatlarin patojen oldugu

testlenmistir.

Skala degerleri sonucu hastalik siddeti Tawsend-Heuberger formiilii kullanilarak
hesaplanmis ve istatistiki analizleri JMP programi kullanilarak yapilmistir.

Patojenisite testlerine giren tiim izolatlarin (%) hastalik siddetleri farkli bulunmustur.
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Ayn1 zamanda meyvelerden izole edilen Alternaria spp. izolatlar1 yapraklara,

yapraklardan elde edilenler ise meyvelere verilmistir. Sonug olarak yaprak izolatlar

meyveyi infekte etmis, meyveden elde edilen izolatlar ise yaprag: infekte etmistir

(Sekil 4.10).

Sekil 4.10 Patojenisite testindeki meyve izolatlarinin yapraklarda olusturdugu

lezyonlar

Alternaria spp. izolatlarinin patojenik agidan dogrulanmasi amaciyla Koch postulati
uygulanmistir. Buna gore patojenisite ¢aligmasi sonucu gelisen lezyonlu kisimlar
tekrar PDA ortamina ekilerek, lezyonlu kisimlarin Alternaria spp. tarafindan
meydana getirilmis oldugu dogrulanmistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11 Koch' Postiilati uygulanmasi (1) patojenisite sonucu lezyonlu meyve
gorintiileri, (2) lezyonlu bolgelerden kesilen pargalarin PDA ortam {izerine ekilmis

goruntiisi.
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Pistacia spp. hastalik durumu, bahgelerde bulunan gesit, rakim, riizgar, basta yagis
rejimi ve sicaklik olmak {izere iklim sartlarma bagl olarak donemsel ve bolgesel

farkliliklar gostermistir.
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Sekil 4.12 Akdeniz Bolgesi uzun yillar yagis miktar1 ve ortalama sicaklik grafigi
(1952-2013).
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Sekil 4.13 Ege Bolgesi uzun yillar yagis miktar1 ve ortalama sicaklik grafigi (1952-
2013).
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Sekil 4.14 Akdeniz Bolgesi lokasyonlart 7 ve 14.giin Hastalik Siddeti Ortalamalari

Akdeniz Bolgesi'nden elde edilen Alternaria spp. izolatlarinin 7. giin hastalik siddeti
(%) degerlerinde Sekil 4.14’te de goriildiigii gibi bolge i¢indeki lokasyonlar bazinda
kiyaslama yapildiginda en yiiksek hastalik siddeti Mersin (% 39,9) lokasyonunda
goriilmistiir. Kahramanmaras (% 27,8) ve Hatay (%25,2) lokasyonlarindaki 7. giin
hastalik siddeti degerlerinin ise birbirine yakin oldugu goriilmiistiir. Yine bu
lokasyonlarin 14.giin hastalik siddetlerine bakildiginda , 7. giin degerlerindeki
lokasyonlarin en yiiksek hastalik siddeti siralamasi bakimindan paralellik gosterdigi
belirlenmistir. En yiiksek hastalik siddetinin Mersin'e (% 54,3) ait oldugu, diger iki
lokasyonun hastalik siddetlerinin birbirine yakin oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.15 Ege Bolgesi lokasyonlar1 7 ve 14.giin Hastalik Siddeti Ortalamalari
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Ege Bolgesi'nden elde edilen Alternaria spp. izolatlarinin ise 7. gilin hastalik siddeti
(%) degerlerinde Sekil 4.15’te de goriildiigii gibi bolge i¢indeki lokasyonlar bazinda
kiyaslama yapildiginda en yliksek hastalik siddeti Kiitahya (% 55,7) ve Aydin (%
55,4) lokasyonlarinda birbirine yakin oldugu goriilmiistiir. Diger lokasyonlarda ise
bu oran Izmir (% 53,3), Denizli (% 52,7) ve Manisa (% 51,7) seklindedir. Yine bu
lokasyonlarin 14.giin hastalik siddetlerine bakildiginda, 7. giin degerlerindeki
lokasyonlarin en yiiksek hastalik siddeti siralamasi bakimindan paralellik gosterdigi
belirlenmistir. En yiiksek hastalik siddetinin % 55,7 'lik bir degerle Kiitahya'ya ait
oldugu, diger lokasyonlarin 14.giin hastalik siddetleri ise sirastyla Aydin (% 55,4),
Izmir (%53,3), Denizli (% 52,7) ve Manisa (%51,9) oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.16 Akdeniz ve Ege Bolgeleri'nde Alternaria yaniklik hastaligi siddetinin (%)
kiyaslamas1 Barlar iizerinde yer alan harfler istatistiksel analiz sonuglarini ifade
etmektedir (p>0,05-[a]).

Rakim ve konukg¢u ayrimi gozetmeksizin Ege ve Akdeniz Bolgeleri arasinda yapilan
karsilastirmada istatistiksel acidan bir fark goriilememis ve Ege Bolgesi'nin hastalik
siddeti ortalamasi % 53,2 ile daha yiiksek, Akdeniz Bolgesi ortalamasi ise % 48,8

olarak bulunmustur.
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Sekil 4.17 Akdeniz B.'nden toplanan Pistacia spp.'de hastalik siddeti oranlar1 (%).
Barlar iizerinde yer alan harfler istatistiksel analiz sonuglarini ifade etmektedir
(p>0,05-[a]).

Pistacia tiirleri iilkemiz sartlarinda farkli iklim kosullarinda yetisebilmektedir.

Rakim, tiir ve gesit farki gézetmeksizin, Ege ve Akdeniz Bolgesi'nde yetisen Pistacia

sp. tlirlerinden hastalik Ornekleri alinmis ve (sekil 4.13, sekil 4.14)'deki gibi

gruplandirilmistir. Buna gore farkli lokasyonlar ile hastalik siddetleri ortalamalari

arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark goriilmemistir. Fakat Akdeniz Bolgesi

illerindeki Pistacia sp. tiirlerinde, Mersin'in hastalik siddeti %54,3 degeri ile, Hatay

ve Kahramanmaras'tan daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.18 Ege B.'ndeki toplanan Pistacia spp.'de hastalik siddeti oranlar1 (%). Barlar
tizerinde yer alan harfler istatistiksel analiz sonuglarini ifade etmektedir (p>0,05-[a]).
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Ayni sekilde rakim ve konukgu ayrimi gézetmeksizin yapilan istatistiksel analizde,
Ege Bolgesi illeri hastalik siddetleri ortalamalart arasinda herhangi bir fark
goriilmemistir. Bununla birlikte Aydin ve Kiitahya illerinde yetisen Pistacia
tiirlerinde hastalik siddetleri diger illerde yetisenlerden daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Hastalik siddeti en yiiksek olan loasyon % 55,7 ile Kiitahya, en diisiik

olan lokasyon ise % 51.9 ile Manisa olarak bulunmustur.
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Sekil 4.19 Farkli yiiksekliklerde yetisen Pistacia tiirlerinde hastalik siddeti oranlari
(%). Barlar tizerinde yer alan harfler istatistiksel analiz sonuglarini ifade etmektedir
(p>0,05-[a]).

Pistacia tiirleri {ilkemiz sartlarinda ¢ok farkli yiiksekliklerde rahatlikla
yetisebilmektedir. Bu calisma kapsaminda tiir ve ¢esit farki gozetmeksizin, deniz
kenarindan 981 m. rakima kadar yetisen Pistacia tiirlerinden Alternaria yaniklik
hastalig1 ornekleri alimmistir. Sekil 4.19°deki gibi gruplandirilmistir. Buna gore farkl
yiikselti gruplart ile hastalik siddetleri ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak

herhangi bir fark goriilmemistir.
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Sekil 4.20 Konukgularina gore hastalik siddeti kiyaslamasi (%) grafigi. Barlar
tizerinde yer alan harfler istatistiksel analiz sonuglarini ifade etmektedir (p>0,05-[a]).

Lokasyon ve rakim ayrimi gézetmeksizin P. vera, P. terebinthus, P. lentiscus ve P.
atlantica konukgularindan elde edilen Alternaria spp. izolatlar1 ile yapilan hastalik
siddeti hesaplamalar1 sonucu konukgu-hastalik siddeti arasinda istatistiksel a¢idan bir
fark goriilememistir. Sekil 4.20'te belirtildigi gibi tim konukgular arasindaki hastalik
siddetleri ortalamasinda P. atlantica’ % 56,3 ile en yiiksek, P. lentiscus ise % 50.2 ile

en diisiik ortalama olarak bulunmustur.
4.5 Alternaria spp. izolatlarimin Eslesme Tipi Analizleri

Alternaria cinsine giren funguslarin teshislerinde morfolojik Kkarakterizasyon tek
basina yeterli olmadigindan molekiiler yontemlere bagvurulmustur (Pryor ve
Michailidies, 2002). Molekiiler analizlerde toplamda 98 Alternaria spp. izolati
kullanilmistir (Tablo 4.4).

Bu tez c¢alismasinda eslesme tipi dagilimlarimi belirlemek igin MAT analizleri
gerceklestirilmistir. BoOylece, elde edilen izolatlarda eslesme tipi dagilimlarinin
molekiiler yontemlerle belirlenerek, Ege ve Akdeniz Bolgeleri’ndeki Alternaria
spp.’nin eslesme tipi agisindan varyasyon degerlendirilmesi yapilmistir. Bu ¢alisma
ile Pistacia tlirlerinde meyve kararmalarina neden olan etmenin patojenik

karakterizasyonlar1 ve eslesme tipi dagilimlari ortaya ¢ikarilmistir.
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Tablo 4.4 Molekiiler analizlerde kullanilan izolatlarin eslesme tipi dagilim listesi.

iL Lokasyon Konuk¢u ToplanmaDénemi  izolat No:  Eslesme Tipi
Giilnar P.terebinthus Erken Dénem 33-04 Matl.1
Erdemli P.terebinthus Erken Donem 33-11 Matl.1

Aydmcik P.vera Erken Dénem 33-28 Matl.1
Aydmeik P.vera Geg Donem 33-07-GY Matl.1
Aydmeik P.vera Geg Donem 33-13GY/1 Matl.1
Aydincik P.terebinthus Geg¢ Donem 33-15-GY Mat1.2
Aydincik P.terebinthus Geg¢ Donem 33-25GY/1 Matl.1
Mersin Silitke P.terebinthus Geg¢ Donem 33-26-GY Matl.1
Mut P.vera Geg Donem 33-35-GY Matl.1
Mut P.vera Geg Donem 33-36-GY Matl.1
Mut P.vera Geg¢ Donem 33-43-G Matl.2
Mut P.vera Ge¢ Dénem 33-49GY/3 Matl.1
Mut P.vera Geg Donem 33-64-GY Matl.1
Mut P.mutica Ge¢ Donem 33-74GY/1 Matl.1
Giilnar P.vera Geg Donem 33-91-GY Matl.1
Alanya P.terebinthus Geg Donem 07-04-GY Matl.2
Alanya P.terebinthus Ge¢ Donem 07-05-GY Matl.2
Alanya P.terebinthus Ge¢ Dénem 07-06-GY Matl.1
Alanya P.terebinthus Ge¢ Donem 07-07GY/1 Matl.2
Alanya P.terebinthus Ge¢ Donem 07-07GY/2 Matl.1
Antalya Alanya P.terebinthus Geg Donem 07-08-GY Matl.1
Gaziler P.terebinthus Ge¢ Donem 07-09-GY Matl.2
Gaziler P.terebinthus Geg¢ Donem 07-12GY/2 Matl.1
Gaziler P.terebinthus Geg Donem 07-13-GY Matl.2
Gaziler P.terebinthus Geg Donem 07-14GY/1 Matl.2
Gaziler P.terebinthus Geg¢ Donem 07-16-GY Matl.1
Gaziler P.terebinthus Geg Donem 07-17GY/2 Matl.1
Gaziler P.terebinthus Ge¢ Donem 07-19-GY Matl.2
Merkez P.terebinthus Erken Dénem 31-02 Matl.1
Merkez P.terebinthus Erken Dénem 31-03 Mat1.2
Hatay Iskenderun P.terebinthus Erken Donem 31-05 Matl.1
Iskenderun P.terebinthus Erken Dénem 31-08 Matl.1
Iskenderun P.terebinthus Erken Dénem 31-09 Matl.1
Aliaga P.terebinthus Erken Donem 35-05 Matl1.2
Bergama P.atlantica Erken Dénem 35-08 Matl.2
Aliaga P.vera Erken Donem 35-12 Matl.1
Aliaga P.vera Erken Donem 35-13 Mat1.2
Dikili P.atlantica Erken Dénem 35-14 Matl.2
Izmir Aliaga P.atlantica Erken Dénem 35-16/1 Mat1.2
Aliaga P.atlantica Erken Donem 35-16/2 Mat1.2
Aliaga P.atlantica Erken Donem 35-18 Matl1.2
Aliaga P.atlantica Erken Donem 35-20/1 Matl1.2
Cesme P.lentiscus Erken Dénem 35-22(Y) Matl.2
Cesme P.lentiscus Erken Dénem 35-22/1 Matl.1
Cesme P.lentiscus Erken Dénem 35-22/2 Matl.2
Odemis P.terebinthus Erken Dénem 35-28 Matl.1
Cesme P.lentiscus Erken Dénem 35-35 Matl.2
Cesme P.lentiscus Erken Dénem 35-36 Matl.1
Beydag P.terebinthus Erken Donem 35-37 Matl.2
Kemer P.terebinthus Erken Dénem 35-41 Matl1.2
Kemer P.terebinthus Erken Dénem 35-43 Matl.1
Kemer P.terebinthus Erken Dénem 35-44 Matl.2
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Tablo 4.4 Molekiiler analizlerde kullanilan Alternaria spp. izolatlarinin eslesme tipi

dagilim listesi (devami).

iL Lokasyon Konukcu ToplanmaDénemi  izolat No:  Eslesme Tipi
Yenipazar P.vera Erken Donem 09-13 Matl.1
Yenipazar P.vera Erken Dénem 09-17/2 Matl.1
Yenipazar P.vera Erken Dénem 09-24 Matl.2
Hacikoseler P.vera Erken Dénem 09-27 Matl.2
Aydin Hacikdseler P.vera Erken Dénem 09-28 Matl.2
Hacikoseler P.vera Erken Dénem 09-29 Matl.1
Hacikoseler P.terebinthus Erken Donem 09-31 Matl.1
Simav P.vera Erken Donem 43-02 Matl.1
Simav P.vera Erken Donem 43-03 Matl.1
Simav P.vera Erken Donem 43-04 Matl.2
Kiitahya Emet P.vera Erken Dénem 43-07 Matl.2
Emet P.vera Erken Dénem 43-10/1 Matl.1
Emet P.vera Erken Dénem 43-12 Matl.1
Selendi P.terebinthus Erken Dénem 45-01/1 Matl.2
Selendi P.terebinthus Erken Dénem 45-01/2 Matl.2
Selendi P.terebinthus Erken Dénem 45-01/3 Matl.1
Selendi P.terebinthus Erken Dénem 45-01/4 Matl.1
Demirci P.vera Erken D6énem 45-13/1 Matl.1
Demirci P.vera Erken Dénem 45-19 Matl.2
Demirci P.vera Erken D6énem 45-25/1 Matl.1
Demirci P.atlantica Erken Dénem 45-27 Matl.1
Demirci P.terebinthus Erken Dénem 45-33 Matl.2
Manisa Merkez P.vera Erken Donem 45-38 Matl.1
Merkez P.vera Erken Dénem 45-41 Matl.2
Merkez P.vera Erken Dénem 45-42 Matl.1
Merkez P.vera Erken Dénem 45-43 Matl.2
Merkez P.vera Erken Dénem 45-45 Matl.1
Merkez P.atlantica Erken Dénem 45-46/1 Matl.1
Merkez P.atlantica Erken Dénem 45-53 Matl.2
Merkez P.atlantica Erken Dénem 45-56 Matl.2
Merkez P.atlantica Erken Dénem 45-60 Matl.2
Merkez P.terebinthus Erken Donem 45-64 Matl.2
Giiney P.vera Erken Dénem 20-01 Matl.1
Giiney P.vera Erken Dénem 20-06/2 Matl.1
Denizli Giiney P.vera Erken Dénem 20-07 Matl.2
Giiney P.vera Erken Dénem 20-11 Matl.1
Pazarcik P.vera Erken Donem 46-02/1 Matl1.2
Pazarcik P.vera Erken Donem 46-02/2 Matl1.2
Pazarcik P.vera Erken Donem 46-06/1 Matl1.2
Pazarcik P.vera Erken Dénem 46-06/2 Matl.1
K.Maras Pazarcik P.vera Erken Dénem 46-06/3 Matl.2
Pazarcik P.khinjuk Geg Donem 46-02-G/1 Matl.1
Pazarcik P.terebinthus Geg Dénem 46-03G(Y) Matl.1
Pazarcik P.vera Geg Donem 46-06-G/1 Matl.2
Pazarcik P.vera Geg¢ Donem 46-06-G/2 Matl.1

Molekiiler ¢caligmalarda Ege Bolgesi'nden; Izmir, Manisa, Denizli, Aydm, Kiitahya,

Akdeniz Bolgesi'nden; Kahramanmaras, Hatay, Antalya, Mersin yorelerine ait

Alternaria yaniklik hastaligi gosteren bitkilerden elde edilen ve genomik DNA
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analizlerinde kullanilan Alternaria spp.

izolatlar1 ve bu izolatlarm MAT analizi

sonuglari, izolatlarin elde edildikleri yorelere gore eslesme tiplerinin dagilim oranlari

¢ikarilmis ve Tablo 4.5'te verilmistir.

Tablo 4.5 Calisilan izolatlarin lokasyonlara gore eslesme tiplerinin dagilim oranlari
(MATL1.1: M1 ve MAT1.2: M2)

IL LOKASYON(LCE) IZOLAT M1/M2
SAYISI
Aliaga, Bergama,,
[zmir Dikili,Cesme,Odemis,Beydag, 19 5/14
Kemer
Manisa Selendi, Demirci, Merkez 20 9/11
Kiitahya Emet,Simav 6 4/2
Sultahnhisar, Yenipazar,
Aydin Hacikoseler 7 4/3
Denizli Giiney, Saraykoy 4 3/1
Mersin Gililnar, Mut, Silifke, Aydincik 15 13/2
Hatay Merkez, Iskenderun 5 4/1
Antalya Alanya,Gazipasa 13 6/7
Kahramanmaras Pazarcik 9 4/5
TOPLAM 98 52/46

Pistacia spp. meyve ve yapraklarindan izole edilen Alternaria spp. izolatlarinin

eslesme tipi genlerinin PCR ile amplifikasyonu gergeklestirilmistir. Tablo 4.5’de de
goriildiigi gibi, ¢alisma kapsamindaki izolatlarin % 53,06 MAT1.1 ve % 46,94
MAT1.2 oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 4.6 Calisilan izolatlarin toplandiklar1 doneme gore (erken/geg) eslesme
tiplerinin dagilim oranlar1

Lokasyon ERKEN DONEM GEC DONEM

Matl.1 Matl.2 Matl.1 Matl.2

Mersin 3 10 2
K.Marag
Antalya

Hatay
Denizli

2
6 7

[zmir

Aydm

Kiitahya

O OOWIA| |-

Manisa

W= =
FBINv|w|RR k] | ~o
1
1

TOPLAM

w
w

Oran 33/35 19/11

Eslesme tipi genleriyle ilgili yapilan analizde toplanma zamanina gore yapilan
eslesme tipi ayriminda; erken dénemde toplanan izolatlarin orani; 33 izolat Matl.1,
35 izolat Matl.2 olarak, ge¢ déonemde toplanan izolatlarin orani ise 19 izolat Matl.1,
11 izolat Matl.2 olarak bulunmustur.

Tablo 4.7 Calisilan Alternaria spp. izolatlarinin konukgularina gore eslesme
tiplerinin dagilim oranlari

Konukc¢cu Toplam MAT1.1 MAT1.2 M1/M2
P.terebinthus 37 20 17 20/17
P.vera 42 26 16 26/16
P.atlantica 11 2 9 2/9
P.lentiscus 5 2 3 2/3
P.khinjuk 1 1 0 1/0
P.mutica 1 1 0 1/0

Molekiiler caligmalarda konukgularia goére yapilan eslesme tipi analizinde oranlarin
1:1 veya bu orana yakin olmasi gerekirken P. vera konukgusunda 26 izolat Mat1.1,
16 izolat Matl.2 olarak, P. atlantica konuk¢usunda ise 2 izolat Matl.1, 9 izolat
Matl.2 tespit edilmistir.

Alternaria spp. icin MAT spesifik multipleks PCR analizleri sonucu, ~600 bg
biiyiikliige sahip MAT1-1 ve ~800 bg biyiikliige sahip MAT1-2 bantlarinin
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elektroforezde goriintiilenmesi ile izolatlarin eslesme tipleri sonuglandirilmistir
(Sekil 4.21, Sekil 4.22). Sonuglandirilan baz dizilimleri igin, eslesme tipleri bilinen
ve referans izolatlar olarak Matl.1 i¢in SH-MIL-34s, SH-MIL-22s, MAT1.2 i¢in SH-
MIL-14s, SH-MIL-13s, EGS39-128, CRS arborescens izolatlar1 kullanilmistir. Bu

izolatlar Dr. T. L. Peever (Washington State University, Dept. of Plant
Pathology,Pullman/WA, USA).

S = = £ 8 2 4 8 z2 = =

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

600bp

M2 M2 M2 M1 M2 M1 M1 M2 M1 M2 M2

Sekil 4.21 MAT1-1 PCR analizi sonucu olusan bantlarin elektroforez goriintiisii. M: 1
kb DNA markir (abm), M1: Matl-1, M2: Matl-2. Bant goriilmeyen numaralar

Matl.2'ye aittir.
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Sekil 4.22 MAT1-2 PCR analizi sonucu olusan bantlarin elektroforez goriintiisii. M: 1
kb DNA markir (abm), M1: Matl-1, M2: Matl-2. Bant goriilmeyen numaralar

Matl.2'ye aittir.



M1 2 3 4 5 6 7 8 910 111213 14 1516 1718

800bp

600 bp

Ml M2 ML M2 ML M2 ML M2 ML M2 ML M2 OMI M2 OMIOMZ ML M2
Sekil 4.23 Ege ve Akdeniz Bolgesi'nin lokasyonlari Matl.1 ve Matl.2 bantlar
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BOLUM 5

TARTISMA VE SONUC
Bu tez ¢aligmasi kapsaminda Ege ve Akdeniz Bolgesi'nde, antep fistiginda ve yabani
Pistacia tiirlerinde Alternaria yaniklik hastaligi olusumuna neden olan Alternaria
spp.’nin izole edilerek hastalik yayginlik oranmnin tespit edilmesi ve esey tipi
genlerinin dagilimininin  belirlenmesi amacglanarak patojen iizerinde ¢ok yonli
arastirmalar yapilmistir. Ayrica bu tez ¢aligmasi Ege ve Akdeniz Bolgesi'nde bu

problemle ilgili olarak genis kapsamli ilk arastirma niteligindedir.
Bu arastirmalar sonucunda;

1- Arazi ¢aligmalarinda {izerinde Alternaria yaniklik hastaligi kararmasi oldugu
diistintilen (literatiirde belirtildigi sekilde) meyveler toplanmistir. Bu izolatlarin
laboratuarda iglenmesi ile yapraktan 4 izolat, meyve sapindan 1 izolat ve meyveden
171 izolat olmak tizere toplamda 176 Alternaria spp. izolati elde edilmistir (Tablo
4.1).

Kararma olan meyvelerin tamamindan Alternaria spp. elde edilememistir fakat
toplam kararma olan bitki 6rnegi sayisi ile etmenin elde edildigi bitki 6rnegi sayist %
deger olarak kiyaslandiginda, bu 6rneklerin % 45,01'inde Alternaria spp. oldugu
tespit edilmistir. (Tablo 4.2). Alternaria spp. izolasyonu gergeklestirilemeyen
orneklerin kararmalarinin sebebi meyve i¢ kurdu gibi bocek zarart ve diger
funguslardan  kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Konukoglu vd., 2014).
%45,01'lik yiiksek bir oran sebebiyle etmen Pistacia tiirlerinin pazardaki payini

diistirmekte 6nemli verim ve kalite kaybina yol agmaktadir.

2- Alternaria spp. kararmasi oldugu tespit edilen Pistacia spp. meyvelerinde
simptomolojik olarak baslangicta kahverengilesme seklinde ortaya ¢ikan simptomlar
daha sonra meyve yiizeyinde siyahlagsmalara ¢oOkiintiillere ve =zararlara neden
olmustur. Perikarpta kirmizi kabukta meydana gelen simptomlarmn yani sira

kararmalar sert kabukta da goriilmiis ve emriyonun gelisimini de etkilemistir (Sekil
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4.1, Sekil 4.2). Dolayisiyla hastalik nedeniyle kirmizi kabuk sert kabuga yapisarak

onemli kalite kayiplarina neden olmustur.

Tirlere gore bu simptomlar farklihlk gostermistir. antep fistig1 ¢esitlerinde;
kararmalar u¢ kisimdan ve kenarlardan ¢atlama seklinde, melengic, buttum, atlantik
sakizi, mastik sakizinda ise; dairesel ve meyvenin orta kisimlarinda baglamis ve
sonradan tim meyve ylizeyini kaplamistir (Sekil 4.3). Yapraklarda baslangigta agik
sart renk almis daha sonra ortas1 kahverengi yuvarlak lekeye donilismiis ve zamanla
bu leke yaprakta genisleyerek koyu kahverengiye ve daha sonra nekroza doniiserek

yapragi kurutmustur (Sekil 4.4).

Literatiirde ise Michailides ve Teviotdale, (2003a)' e gore hastalik erken donemde
baslamakta ve ge¢ donemde siddetini arttirmaktadir. Yaprak ve meyvelerde koseli
(angular) kahverengi lekeler olusturmaktadir. Michailides (1995)’e gore ise hastalik

lentisellerde olusur ve sert kabukta (endokarp) lekelenmelere neden olmaktadir.

Hastalik ikincil infeksiyonlarini ge¢ donemde (Agustos — Eyliil) olusturmaktadir. Bu
dénemde meyvelerde perikarpta lezyonlar ve yine ilerleyen donemde meyve i¢inde
de (endokarp) kararmalar ve bu kararmalar acimtirak tat olusumuna neden

olmaktadir.

P. vera'da hastalik etmeni fungus Alternaria alternata (Fr.) olarak tespit edilmis

olup, ozellikle iilkemiz kosullarinda sadece meyvelerde infeksiyon yapmaktadir

(Konukoglu ve ark., 2014).

Yine literatiire bakidigi zaman daha Onceki ¢alismalarda tilkemizde yapraklar
tizerinde Alternaria yaniklik hastaligina rastlanmamustir. Yapraklardan yaniklik
semptomu gosteren kisimlardan Alternaria spp. izole edilmis ve Ege ve Akdeniz
Bolgesi'den Pistacia tiirlerinde bu etmen ile igili yapraktaki ilk veriler bu ¢alisma ile
sunulmustur. Ancak arazi ¢ikislarinda gozlemlenen veriler 1s13inda meyveler
tizerindeki yaniklik semptomlar1 ¢ok yogun ve neredeyse tiim meyveleri

kaplamisken, yapraklarda bu semptomlar bazi agaclarda hi¢ goériilmemis bazilarinda
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ise 3-5 yaprakla smirli kalmistir. /n vitro kosullarda yaprakta bu kadar saldirgan bir
sekilde enfeksiyon yapan Alternaria spp.nin dogal ortamlarinda yapraklarda neden
az enfeksiyon yaptig1 sorusunu ortaya ¢ikarmaktadir. Bu konunun ileride yapilacak

calismalar ile detayli olarak irdelenmesi gerekmektedir.

3- Alternaria kolonileri hizli gelismekte 7 giinde tiim petiyi (90mm) kaplamaktadir.
Gelisen koloniler genellikle zeytini yesil, siyah-grimsi, koyu kahverengi renklerde ve
bu yapiyr saran ince beyaz bir halka ile karakterizedir (Beyoglu, 2006). Havai
hiflerinin tizeri pamugumsu yapida bir morfolojiye sahiptir (Domsch vd., 1980).
(Kirk vd., 2008; Nowicki vd., 2012).

Farkli Pistacia sp. bitkilerinden ve farkli kisimlardan izole edilen ve saflastirilan
Alternaria spp. izolatlarinin PDA besi ortaminda gelisen koloni desenleri ve renkleri
daha Onceki literatiirlerde verilenlerle benzer miseller olusturmustur. Buna gore PDA
besi ortaminda 1- zeytuni yesil grimsi, 2- ortas: koyu gri kenarlar1 beyaz hifli, 3-koyu
gri havai miselli ve 4- siyaha yakin renkte koloni desenleri gozlenmistir (Sekil 4.5,
Sekil 4.6). Morfolojik ve mikroskobik tanilama ile 176 adet Alternaria spp. izole

edilmistir. Bu izolatlarin tamaminin tanilamasi rahatlikla yapilabilmistir

4- Giliniimiizde etmenin tanilanmasi, morfolojik 6zelliklerin mikroskobik olarak
incelenmesi esasina dayanmaktadir. Etmen cins diizeyinde kolaylikla mikroskop
altinda el bombasina benzer spor yapilarinin gozlenmesi ile tanilanmaktadir. Ancak
tiir diizeyinde tanilama biiyiik spor olusturan tiirler hari¢ olduk¢a zor gériinmektedir.

(Polat, 2013).

Alternaria spp.'nin mikroskobik olarak incelenmesi sonucu koyu renkli ve septali
olan hifleri ve konidiyoforlarinin ise septali, koyu renkli basit ya da demet

olusturmus yapidadir (Beyoglu, 2006).

Mikroskobik olarak ¢ok hiicreli konidileri (dictyoconidia) akropetal dallanma
(blastocatenate) gdstermektedir. Bu dallanma noktalarindan kisa veya uzun
konidiyoforlar iiretilmektedir. Konidiler bigcimsel olarak obclavate, obpyriform bazen
oval veya elips seklinde olup genellikle kisa konik, soluk kahverengi, konidia

duvarlari piiriizsiiz veya ince piiriizlii olmaktadir (Domsch vd., 1980).
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Alternaria sporlart tipik olarak kiiciik olup bir ucu yumru olan sopaya benzer. Genel
spor sekli eliptik, en az 30 um uzunlugunda ve ince duvarli ve bazi tiirlerde tepe
kismi1 konik yapida olup enine ve boyuna septalarin varlifiyla karakterizedir

(Simmons, 1996; Beyoglu, 2006).

Yapilan bu tez caligmasinda kolonilerin mikroskobik olarak incelenmesi sonucu
Alternaria spp. konidileri zincirlenmis durumda olarak goriilmiis ve daginik bir
sekilde dallanmistir ve tipik olarak kiigiik olup bir ucu yumru olan sopaya
benzemektedir. Genel spor sekli eliptik, en az 30 um uzunlugunda ve ince duvarl ve
bazi tiirlerde tepe kismi konik yapida olup enine ve boyuna septalart vardir. Koyu

renkli ve septali olan hiflerinin oldugu goriilmistiir (Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9).

Sonug olarak, Alternaria tiirleri mikroskopta dikkatli gézlem yapildiginda calisilan
izolat sayis1 fazla oldugu icin farkli spor morfolojisi gostermektedir. Alternaria
yaniklik hastaligina birden fazla patojen Alternaria spp.’nin sebep oldugu

disiiniilmektedir.

5- Hastaligin erken donemindeki meyvelerden elde edilen Alternaria tiirleri lizerinde

patojenisite ¢alismalar1 yapilmis ve toplamda 164 izolat kullanilmistir.

Farkli lokasyonlar ve konukgulardan izole edilen Alternaria tiirlerinin, izole
edildikleri aksama gore meyve veya yaprak iizerinde patojenisite denemeleri
yapilarak patojen olarak bulunan Alternaria spp.'nin yayginliklar1 belirlenmistir.
Etmenin patojenik acidan tanimlanmasi, hastalikla miicadelede ilk adim olmasi
acisindan en temel baslangi¢c olacaktir. Tiirkiye’de simptomlar ozellikle meyve
tizerinde goriilmekte oldugundan, meyve sap1 ve yapraklardan izole edilen az sayida
Alternaria spp. in vitro kosullarda meyveye inokule edilmis ve meyveleri enfekte
ettigi tespit edilmistir. Yine meyvelerden izole edilen Alternaria spp. izolatlar
yapraklara, yapraklardan elde edilenler ise meyvelere verilmistir. Sonug¢ olarak
yaprak izolatlar1 meyveyi infekte etmis, meyveden elde edilen izolatlar ise yapragi
infekte etmistir (Sekil 4.10). Patojen Pistacia sp. in vitro kosullarda bitki kisimlarini

ayirmaksizin infeksiyon yapmaktadir.

*Ege ve Akdeniz Bolgeleri'nden elde edilen izolatlar {izerinde yapilan patojenisite
testleri sonucu tiim lokasayonlarin % hastalik siddetleri hesaplanmistir. Tablo 4.3

gore;
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Ege Bolgesi lokasyonlarindan en yiiksek hastalik siddeti ortalamasina sahip izolatlar
sirastyla Aydin lokasyonundan % 85,19 hastalik siddeti oraniyla 09-13 nolu izolat,
Izmir lokasyonundan %80 hastalik siddeti orami ile 35-08 nolu izolat ve Manisa
lokasyonundan %380 hastalik siddeti orami ile 45-25/1 nolu izolat, Denizli
lokasyonundan % 76,67 hastalik siddeti ile 20-11 nolu izolat ve Kiitahya
lokasyonundan % 68,4 hastalik siddeti orami ile 43-10/2 nolu izolat olarak

bulunmustur.

Akdeniz Bolgesi lokasyonlarindan en yiiksek hastalik siddeti ortalamasina sahip
izolatlar sirasiyla Mersin lokasyonundan % 75,56 hastalik siddeti orani ile 33-04
nolu izolat, Hatay lokasyonundan % 60,13 hastalik siddeti orani ile 31-08 nolu izolat,
ve Kahramanmaras lokasyonundan %60,28 hastalik siddeti orani ile 46-02/3 nolu

izolat olarak belirlenmistir.

* Akdeniz Bolgesi'nden elde edilen Alternaria spp. izolatlarinda lokasyonlar bazinda
kiyaslama yapildiginda bolge icindeki en yiiksek hastalik siddeti 7. glinde Mersin (%
39,9) lokasyonunda goriilmistiir (Sekil 4.14) Yine ayni lokasyonlarin 14.giin hastalik
siddetlerine bakildiginda, 7. giin ile paralellik gosterdigi belirlenmis ve yine en

yiiksek degerin Mersin'e (% 54,3) ait oldugu tespit edilmistir.

* Ege Bolgesi'nden elde edilen Alternaria spp. izolatlarinda lokasyonlar bazinda
kiyaslama yapildiginda bolge icindeki en yiiksek hastalik siddeti 7. giinde Kiitahya
(% 55,7) lokasyonunda goriilmiistiir (Sekil 4.15) Yine aym lokasyonlarin 14.giin
hastalik siddetlerine bakildiginda, 7. giin ile paralellik gosterdigi belirlenmis ve yine
en yliksek degerin Kiitahya'ya (% 55,7) ait oldugu tespit edilmistir.

*Sekil 4.16'da goriildiigli izere Akdeniz ve Ege lokasyonlarinda bolge bazinda,
rakim ve konukgu ayrimi1 gézetmeksizin, Alternaria yaniklik hastalig1 siddetinin (%)
kiyaslamas1 yapildiginda bolgeler arasinda istatistiki analizler sonucu bir fark
olmadig1 belirlenmistir (p>0,05-[a]). Akdeniz ve Ege Bolgesi'nin iklimsel verileri
birbirine ¢ok yakin oldugundan dolay1 hastalik siddetleri arasinda bir fark olmadigi
diisiiniilmektedir. Ancak Ege Bolgesi % 53,2 hastalik siddeti ortalamasi ile Akdeniz
Bolgesi'nden daha yiiksek bulunmustur.
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* Rakim ve konukgu ayrimi gozetmeksizin yapilan istatistiki analizde Akdeniz
Bolgesi lokasyonlar1 karsilastirildiginda lokasyonlar arasinda istatistiki agidan bir

fark bulunamamustir (Sekil 4.17) (p>0,05-[a]).

* Ege Bolgesi'ndeki Pistacia tiirlerinden elde edilen rakim ve konukg¢u ayrimi
gozetmeksizin yapilan istatistiksel analizde, Ege Bolgesi lokasyonlar1 hastalik
siddetleri ortalamalar1 arasinda herhangi bir fark goriilmemistir (Sekil 4.18) (p>0,05-
[a]). Bununla birlikte Aydin ve Kiitahya illerinde yetisen Pistacia tiirlerinde hastalik
siddetleri diger illerde yetisenlerden daha yiliksek oldugu belirlenmistir.

*Pistacia tiirleri {ilkemiz sartlarinda ¢ok farkli yiiksekliklerde rahatlikla
yetisebilmektedir. Bu calisma kapsaminda tiir ve cesit farki gozetmeksizin, deniz
kenarindan 981 m. rakima kadar yetisen Pistacia tiirlerinden Alternaria yaniklik
hastalig1 6rnekleri alinmigtir. Sekil 4.19°deki gibi gruplandirilmistir. Buna gore farkli
yiikselti gruplari ile hastalik siddetleri ortalamalar1 arasinda istatistiki olarak herhangi
bir fark goriilmemistir. Bununla birlikte 400-500 m. grubu ile 600-700 m. grubunda
yetisen Pistacia tiirlerinde hastalik siddetleri diger gruplarda yetisenlerden daha
yiiksek oldugu belirlenmistir.

* Lokasyon ve rakim ayrimi gozetmeksizin P. vera, P. terebinthus, P. lentiscus ve P
.atlantica konukgularindan elde edilen Alternaria spp. izolatlari ile yapilan hastalik
siddeti hesaplamalar1 sonucu konukg¢u-hastalik siddeti arasinda istatistiki acidan bir
fark goriilememistir. Sekil 4.20'te belirtildigi gibi tiim konukgular arasindaki hastalik
siddetleri ortalamasinda P. atlantica' % 56,3 ile en yiiksek, P. lentiscus ise % 50.2 ile

en diisiik ortalama olarak bulunmustur.

Yapilan pataojenisite ¢aligmalar1 ve istatistiki analizler sonucu Alternaria yaniklik
hastaligi etmeni olan Alternaria spp.'nin Antepfistigi ve yabani Pistacia tiirleri
meyvesini olumsuz yonde etkileyen ve meyve verimini diisiiren Onemli bir

fitopatojen oldugu belirlenmistir.

6- Esey tipi genleri fungal tiirlerin biyolojisi ve evriminde Onemli roller
oynamaktadir. Bu tez kapsaminda, Ege ve Akdeniz Boélgesi'nde, ilk defa olarak,
aseksiiel oldugu bilinen Alternaria tiirlerine ait popiilasyonlarda eslesme tipleri ve

eslesme tiplerinin dagilimlari lokasyon ve konukcu bazinda degerlendirilmistir.
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Akdeniz ve Ege Bolgelerinde de yabani anaglarin agilanmasi ile Antepfistigi iiretimi
yapilmaktadir. Bu yorelerdeki patojen yapinin go¢ ile Giineydogu Anadolu

Bolgesi’nden gelmis olmasi ve genetik benzerlik gdstermesi beklenebilir.

Ayrica Ege ve Akdeniz Bolgeleri’nde yabani Pistacia tiirleri dogal yayilima da
sahiptir. Yabani ve kiiltiir konukgularindaki patojen popiilasyonlarin birbirleri i¢in

inokulum kaynagi olmalar1 s6z konusu olabilir.

Alternaria yaniklig: ile ilgili patojenlerde farkli lokasyonlar ve eslesme tiplerindeki

benzerlik ve farkliliklarinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir.

Aseksiiel oldugu bilinmekle beraber g¢esitli Alternaria tiirlerinde eslesme tipi
genlerinin varligi ve bu genlerin ifade edilebildigi gosterilmistir. Eslesme tipi
genlerinin dagilimi da klonal yapinin ¢esitliligi hakkinda fikir verecektir. Bu amagla

esey tipi genlerinin spesifik primeler kullanilarak PZR ile belirlenmistir.

Klonal ¢ogalma beklentisine ragmen bu genlerin dagilim durumu da patojenik
varyasyon adina 6nemlidir. Cladasporium fulvum (Stergiopoulos ve ark., 2006) ve
Fusarium oxysporum (Arie ve ark., 2000) gibi eseysiz olarak ¢ogalan ¢esitli fungal
tirlerde eslesme tipini belirleyen MAT lokusu PZR ile g¢ogaltilarak eslesme tipi
dagilimlan ortaya ¢ikarilmis ve 6rnekleme yapilan alanlarda her iki eslesme tipinin

de varlig1 gosterilmistir.

Alternaria cinsine ait gesitli tiirler (A. alternata, A. tenuissima, A. brassicae ve A.
brassicola) i¢in de MAT lokusu karakterize edilmistir (Arie ve ark., 2000; Berbee ve
ark., 2003; Stewart ve ark., 2011). Bircok aseksuel fungusta yiiksek genotipik
varyasyon oldugu bulunmustur (Taylor ve ark., 1999) ve bu durum mevcut yiiksek

varyasyonun nasil meydana geldigi ve korundugu konusunu diisiindiirmektedir.

* Alternaria cinsine giren funguslarin teshislerinde morfolojik karakterizasyon tek
basina yeterli olmadigindan molekiiler yontemlere bagvurulmustur (Pryor ve
Michailidies, 2002). Molekiiler analizlerde toplamda 98 Alternaria spp. izolati
kullanilmistir (Tablo 4.4).

*Molekiiler calismalarda Ege Bélgesi'nden; Izmir, Manisa, Denizli, Aydin, Kiitahya,
Akdeniz Bolgesi'nden; Kahramanmaras, Hatay, Antalya, Mersin yorelerine ait

Alternaria yaniklik hastaligi gosteren bitkilerden elde edilen ve genomik DNA
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analizlerinde kullanilan Alternaria spp. izolatlari ve bu izolatlarmn MAT analizi
sonuglari, izolatlarin elde edildikleri yorelere gore eslesme tiplerinin dagilim oranlari

¢ikarilmis ve Tablo 4.5'te verilmistir.

*Eslesme tipi genleriyle ilgili yapilan analizde toplanma zamanina gore yapilan
eslesme tipi ayriminda; erken donemde toplanan izolatlarin orani; 33 izolat Matl.1,
35 izolat Matl.2 olarak, ge¢ déonemde toplanan izolatlarin orani ise 19 izolat Mat1.1,
11 izolat Matl.2 olarak bulunmustur (Tablo 4.6).

*Molekiiler ¢alismalarda konukgularmma gore yapilan eslesme tipi analizinde
oranlarin 1:1 veya bu orana yakin olmasi gerekirken P. vera konuk¢usunda 26 izolat
Matl.1, 16 izolat Matl.2 olarak, P. atlantica konukg¢usunda ise 2 izolat Matl.1, 9
izolat Matl.2 tespit edilmistir (Tablo 4.7).

*MAT1-1 spesifik PZR analizi sonucu olusan bantlarin agaroz jel elektroforez
goriintiisti, MAT1-2 spesifik PZR analizi sonucu olusan bantlarin agaroz jel

elektroforez goriintiisii Sekil 4.21, Sekil 4.23'de goriildigi gibi tespit edilmistir.

Cevresel heterojenite, ekolojik farkliliklar, konukcu tiirii ve genetik c¢esitliligi dogal
ekosistemleri tarimsal ekosistemlerden ayiran temel faktorlerdendir (Stukenbrock
vd., 2008; Burdon ve Thrall, 2008). Yine dogal ekosistemlerdeki yabani konukgular,
kiiltiir formlarina uygulanan sulama ve fungisit uygulamasi gibi tarim pratiklerinden
uzaktir. Bu farkliliklar, patosistem biyolojisini etkilemektedir ve patojenik uyumun
sekillenmesinde konukgu ve patojenleri lizerinde segici bir giice sahiptir (Dinoor vd.,
1987; Burdon, 1993; Stukenbrock vd., 2008). Dogal ekosistemlerde, konukgu-
patojen iligkileri, nadiren epidemilerin goriildiigi, iyi huylu ve dengeli iliskiler olarak
ortaya cikarken, tarimsal ekosistemlerde ciddi {riin kayiplarina yol acan bir

miicadele sahasini ortaya ¢ikarmaktadir (Burdon, 2006).

Yabani ve kiiltiir konukgularinin simpatrik olarak yetistigi lilkemizde, dogal ve
tarimsal sistemlerdeki patojen popiilasyonlar arasinda birbirleri i¢in patojen
inokulum kaynagi olmalari de beklenebilir. Ayrica dogal ve tarimsal ekosistem

farkliliklari, patojen popiilasyon yapilarinda da farkli sekillenmelere sebep olabilir.

Ege ve Akdeniz Bolgesi’'nde Alternaria spp.’nin her iki eslesme tipinin de

bulundugu, ancak patojenin esey tipi dagilimlarinin yorelere gore farklilik gosterdigi
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tespit edilmistir. Bu farkliliklar ileri donemlerde fungus populasyonunda bolgelere ve
konukgu tiirline gore varyasyonlara ve cesitlilige neden olabilecegi diisiincesini

uyandirmaktadir.

-Hong ve Pryor, (2004), Boceklerle miicadele yontemlerine gidilmesi gerektigini,
boylece  boceklerin  yaraladiklart  dokudan  seconder  enfeksiyonlarin

engellenebilecegini bildirmislerdir.

-Michailides, (1995), Diinyada Alternaria yanikligi ABD’de ciddi problemdir.
Hastaligin kontroliinde sulama gibi kiiltiirel pratiklerin 6nemli, ancak sorunun

¢coziimiinde en etkili yontemin kimyasal miicadele oldugu belirtilmistir.

-Ulkemizde 6zellikle de antepfistif1 yetistiriciliginin yeni yeni yogunlastigi Ege ve
Akdeniz Bolgeleri'nde son yillarda iireticiler i¢in biiyiik bir sorun olarak goriilen
meyve kararmalari miicadelesine yonelik yeni calismalarin hizla planlanmasi ve
Ozellikle treticilere ¢Oziim getirebilmek amaciyla, ilag ruhsat ¢alismalarinin

baslatilmasi gerekmektedir.

-Goldhamer vd., (2002), tarafindan yapilan bir ¢alismada gomiilii damla sulama
sistemi kullanilarak hastaligin gelisimi engellenmistir. Bu sistem ile Pistacia
tirlerinin bulundugu bahgelerin nemi azaltilmakta ve sicakligi arttirilmaktadir.
Boylece hasat sirasinda enfeksiyonlar onemli Olgiide azalmasi miimkiin hale
gelebilmektedir. Ulkemizde de gomiili damla sulama sisteminin kullanimi

yayginlagirsa Alternaria yaniklik hastaligi engellenebilir hale gelebilecektir.

Bu tez ¢alismasinda, Ege ve Akdeniz Bolgesi'nde Alternaria yaniklig: ile miicadelede
temel verileri sunarak ekonomik agidan 6nem tagiyan bu firiin bitkilerinin korumaya
yonelik yaklagimlarin sekillenmesinde etkili olacaktir. Ayrica Aseksiiel bir fungal
tiirde, molekiiler yontemlerle, esey tipi dagilimlarinin ¢ikarilmasi ile gesitlilik ve
cesitliligi etkileyen faktorler hakkinda temel bilim aragtirmalar ile ilgili sorulara da
cevap aranmistir. Sonuclarin hem pratik kullanim alan1 hem de literatiirde 6nemli bir

yeri olacag1 umulmaktadir.

Bu konuda yapilmis ¢aligmalar Diinya literatiiriine de énemli katkilar saglanacagi
umulmaktadir. Diger taraftan Alternaria tiirleri zirai ag¢idan arastirma ve miicadele

gerektiren patojenler olmakla beraber; aseksiiel fungal tiirlerdeki cesitlilik ve
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nedenleriyle ilgili sorularin yonlendirilebildigi temel bilim arastirmalari i¢in de

onemli bir yere sahiptir.
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EKLER
EK 1:
PDA (Patates Dekstroz Agar) (gr/lt))

Patato Dekstroz Agar 390.

Agar 12 g.

dH,0 1000 ml

Ortam 121°C'de 15dk. otoklavlanir.

EK 2:

Gliserol Stok (100 ml):

Gliserol (% 20) 20 ml
dH,0 (%80) 80 ml
NaCl (0,25) 0,25 g.

121°C'de 15dk. otoklavlanir.

EK3:
Lizis Buffer (125 ml)

25 ml 1 M Tris-HCI (pH: 8)
62,5 ml 1 M NaCl

2,5ml 0,5 M EDTA (pH: 8)
12,5 ml % 10 SDS

22,5 ml ddH20

IXTE (1L)

10 ml 1M Tris-HCI
2ml 0,5 M EDTA

988 ml ddH20
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EK 4:
Agaroz Jel ( %1,5'1uk 300 ml)

Ticari toz agaroz 45¢

IXTAE 300ml

Etidium Bromid 35 ul

EK5:
50X TAE (1000 ml)

Kimyasal Miktar

Tris base 242 g

Glasiyel Asetik Asit | 57.1 ml/gr

0.5MEDTA 100 ml

ddH20 1000 mi hacme
tamamlanir,otoklavlanir.

1XTAE, 20 ml 50 X TAE stok soliisyonundan alinarak saf su ile 2000 ml hacime
tamamlanarak hazirlanmistir
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