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Son yillarda Tiirkiye ve diinya baglarinda, asma govde hastaliklariyla sikca
karsilagilmaktadir. Bu g¢alismanin amaci, Gaziantep baglarinda Botryosphaeria Geriye
Dogru Oliim Hastaligi’na yol acan fungal patojenleri saptamak ve fungal endofitlerin bu
patojenlerle antagonistik iliskilerini arastirmaktir. Soérvey calismasi Islahiye, Nurdag: ve
Sahinbey ilgelerinde bulunan 51 bagda, Eyliil 2020°de yiiriitiilmis, hastalik ¢ikisi ve
yayginligi ortaya konmustur. Fungal izolatlar klasik ve molekiiler yontemlerle
tanilanmustir. Patojenisite testleri kontrollii kosullarda, tiiplii asma fidanlart tizerinde
gerceklestirilmistir. Patojenik ve endofitik tiirler arasindaki antagonistik iligskiler PDA
(patates dekstroz agar) besi yerinde ikili kiiltiir testiyle belirlenmistir. Sonuglara gore,
incelenen tiim baglarda lokal kuruma, geriye dogru o6liim ve apopleksi belirtilerine
rastlanmis, bolgedeki ortalama hastalik ¢ikist %1.2 olarak hesaplanmigtir. Tan1 ¢alismalart
ve patojenisite testleri bolgedeki baglarin asma govde hastaliklartyla iligkili Biscogniauxia,
Botryosphaeria, Cytospora, Diatrype, Diplodia, Eutypa, Neoscytalidium,
Phaeoacremonium, Seimatosporium ve Kalmusia tiirleri ile enfekteli oldugunu gostermistir.
Acremonium,  Aspergillus, Alternaria, Aureobasidium, Cladosprium, Entoleuca,
Epicoccum, Fusarium, Penicillium, Phoma, Quambalaria ve Sordaria tiirlerinin endofitik
karakterde oldugu bulunmustur. Ikili kiiltiir testlerinde, Penicillium fructuariae-cellae 'mn
ortalama 3.3 — 22.7 mm’lik inhibisyon zonuyla ¢ogu asma govde patojenlerine antagonistik
oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar, asma govde hastaliklariin miicadelesinde yeni fungal
biyokontrol etmenlerini gelistirmek icin endofitik Penicillium’lara daha fazla dikkat
edilmesi gerektigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler:  Endofitik  funguslar, Botryosphaeriaceae, Fungal Govde
Hastaliklar1, Penicillium fructuariae-cellae
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In recent years, grapevine trunk diseases are frequently encountered in the
vineyards of Turkiye and in the world. The aims of the study were to detect fungal
pathogens causing Botryosphaeria Dieback Disease pathogens in the Gaziantep vineyards
and to investigate antagonistic associations of fungal endophytes with fungal trunk
pathogens. Survey study was conducted in 51 vineyards located in Sahinbey, Nurdag: and
Islahiye counties in September 2020 and the disease prevalence and incidence were
revealed. Fungal isolates were identified with classic and molecular methods. Pathogenicity
tests were performed on potted grapevine plants in acclimatized conditions. The
antagonistic associations between endophytic and pathogenic species were determined by
dual culture test in PDA (potato dextrose agar) medium. According to results, local drying,
dieback and apoplexy symptoms were observed in all the vineyards inspected and the mean
disease incidence in the region was calculated as 1.2%. Identification studies and
pathogenicity tests indicated that the vineyards located in the region were infected with the
species; Biscogniauxia, Botryosphaeria, Cytospora, Diatrype, Diplodia, Eutypa,
Neoscytalidium, Phaeoacremonium, Seimatosporium and Kalmusia being associated with
grapevine trunk diseases. Acremonium, Aspergillus, Alternaria, Aureobasidium,
Cladosprium, Entoleuca, Epicoccum, Fusarium, Penicillium, Phoma, Quambalaria and
Sordaria species were found to be endophytic characteristics. Penicillium fructuariae-cellae
was found to be antagonistic (with average 3.3-22.7 mm inhibiton zone) on most of the
grapevine trunk pathogens in dual culture tests. These results suggest that more attention
should be paid for endophytic Penicillia to improve novel fungal biological control agents
for the management of grapevine trunk diseases.

Key Words: Endophytic Fungi, Botryosphaeriaceae, Fungal Trunk Disease, Penicillium
fructuariae-cellae




GENISLETILMIS OZET

Asmalarda fungal gdvde hastaliklari, son yillarda {ilkemizde ve diinyadaki
bag alanlarinda artis gosteren onemli hastaliklardir. Bu hastaliklar 1800°1ii yillarin
sonundan itibaren bilinmesine karsin, asma sagligina olan 6nemi ancak 1990’larda
fark edilmeye baglanmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalar asmalarda fungal gévde
hastaliklarinin ekonomik agidan zarar veren onemli hastaliklar oldugunu ortaya
koymustur. Bugiin 34 farkli cinse bagl 133 fungal tiirlin asma govde hastaliklariyla
iligkili oldugu bildirilmektedir. Bu tiirlerin yaklasik olarak  %20’sini
Botryosphaeriaceae familyasina ait tiirler olugturmaktadir.

Asma lizerinde simdiye kadar Diplodia, Dothiorella, Lasiodiplodia,
Neofusicoccum, Neoscytalidium, Phaeobotryosphaeria ve Spencermartinsia
cinslerine bagli 26 farkl: tiiriin lokal kuruma, geriye 6liim ve odun nekrozyla iligkili
oldugu bildirilmistir. Cogunlukla asmanin odun dokularina kolonize olan bu
tiirlerin miicadelesi oldukga gii¢c olup, yerlesik enfeksiyonlarin tedavisi miimkiin
degildir. Diinya genelinde 2000°li yillarin baginda sodyum arsenit’in
yasaklanmasiyla hastalik ortaya ¢ikmuis ve buna alternatif olacak bir fungisit heniiz
bulunamamistir. Bununla iligkili olarak bitki patologlari, hastaliklarin biyolojik
miicadelesini esas olan alternatif arayiglara yonelmislerdir.

Endofitik mikroorganizmalar; bitki igerisinde var olan, yagsaminin herhangi
bir doneminde, bitkide herhangi bir hastalik belirtisi olusturmayan ve bitkilerle
birlikte yasayan organizmalardir. Endofitik funguslar bitki igerisindeki diger
mikroorganizmalarla etkilesime girerek onlarin faaliyetlerini baskilayabilir ya da
tesvik edebilirler. Asma fidami iiretiminde kullanilan kalem-celik gibi vejetatif
materyallerin sagligi, tesis edilecek bagdaki asmalarin émriinii dogrudan etkiler.
Dormant materyallerin patojenlerden ari ve yararli endofitik flora yoniinden zengin
olmasi arzu edilmektedir. Yoresel veya standart iiziim ¢esitlerinin ve ayni1 zamanda
asma fidanlarmin iretildigi bir bolgede baglarin, fungal govde patojenleri ve

yararlt endofitler yoniinden taranmasi Onemlidir. Bu ¢aligmanin amaglari;
Il



Gaziantep bag alanlarinda Botryosphaeriaceae tiirleri ve diger fungal govde
patojenlerini saptamak ve elde edilen patojenlere karsi antagonistik potansiyeli
olan endofitik funguslarin in vitro etkinligini belirlemektir.

Sorvey calismasi Gaziantep ili Islahiye, Nurdagi ve Sahinbey ilceleri
sinirlarindaki baglarda, Eyliil 2020°de yiiriitiilmiistiir. Toplam 51 bagin incelendigi
sorvey calismasinda ortalama 10 dekar biiyiikliigiindeki baglara girilerek, saglikli
omcalar ve asma govde hastaliklarmin belirtilerini (lokal kuruma, geriye oliim,
apopleksi, ¢izgili-nekrotik yapraklilik) gosteren omcalar sayilmistir. Her bir
bagdaki hastalik cikis1 (%); belirti gésteren omca sayisinin, sayim yapilan tiim
asmalarin sayisina oranlanmasiyla hesaplanmistir. fldeki ortalama hastalik ¢ikisina
(%) ise, tim baglardaki hastalik c¢ikisinin ortalamasi alinarak ulasilmistir.
Simptomatik asmalarin 3-4 yillik kalin dallarindan, testere ya da budama makasiyla
10-15 c¢m uzunlugunda pargalar kesilmistir. Laboratuvara getirilen 6rneklerden
fungal izolasyonlar yapilmistir. Elde edilen koloniler sayilmis ve tiirlerin izole
edilme oranlar1 bulunmustur. Klasik tan1 Crous ve Gams (2000); Barnett ve Hunter
(2003); Mostert ve ark., (2006); Lawrence ve Travadon (2018) ve Zhang ve ark.,
(2021)’e gore yapilmisg, bu tanida koloni rengi, havai miselyum olusturma 6zelligi,
konidi ve konidiofor sekli, konidilerdeki uzantilar, biiylime hizi, piknidyum
olusumu ve pikniosporlarin sekli gibi hususlar incelenmistir. Molekiiler tanida PCR
ve gen sekanslama yontemleri kullanilmugtir,

Tanis1 yapilan fungal izolatlardan en az biri ile patojenisite testi
yapilmigtir. Cardinal c¢esidi asma kalemleri (yaklasik 30 cm) dipten ve ugtan kiit
kesilmis, u¢ kisma miseliyal agar diskleri inokule edilerek stre¢-film ile sarilmustir.
Kontrol olarak birakilan kalemlere steril agar diskleri inokule edilmistir. Kalemler
25°C sicaklik, 12 saat aydinlik / karanlik ve %85 nispi nem kosullarinda
koklendirilmis ve fidanlar 3 ay siireyle biiyiitiilmiistiir. Bu siire sonunda inokule
edilen kalemler bicakla ortadan ikiye kesilerek odun dokuda olusan lezyonlarin

uzunluklar1 6l¢iilmiis ve fotograflanmistir. Patojenisite testi ile endofit ya da
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patojen olarak ayristirilan fungal izolatlarin birbirlerine karsi olasi antagonistik
etkileri, PDA besi yerinde ikili kiiltiir testleriyle belirlenmistir.

Gaziantep’in Islahiye, Sahinbey ve Sehitkamil ilgelerinde yiiriitiilen
sorveyde incelenen 51 bagin tamaminda lokal kuruma ve geriye dogru o6liim
belirtilerinin var oldugu tespit edilmis, ildeki hastalik yaygiliginin %100, ortalama
hastalik ¢ikis1 %1.2 oraninda oldugu bulunmustur. S6rvey yapilan tiim baglarda,
cins diizeyinde yapilan sayimlarin ortalamasina gore; Petri hastaligi ve Esca
sendromu etmenlerinden Phaeoacremonium %39.2°1lik oranla en yaygin cins olarak
bulunurken, bunu %35.3 ve %27.5 ile Seimatosporium ve Botryosphaeriaceae
familyas tiirleri takip etmistir. Bunlardan bagka Cytospora, Diaporthe, Diatrype,
Eutypa, Macrophomina, Neoscytalidium ve Phaeomoniella cinsi funguslarin ildeki
yaygmligt %1.9-5.9 arasinda degisim gostermistir. Sorvey yapilan 51 bagmn
20’sinde  Phaeoacremonium, 18’inde  Seimatosporium  ve 14’inde
Botryosphaeriaceae cinsi funguslara rastlanmisg, bu cinslerin bolgedeki en yaygin
cinsler olduklar1 belirlenmistir. [ldeki bag alanlarindaki fungal endofit gesitliliginin
zengin oldugu saptanmigs ve asmalardan Acremonium, Alternaria, Arthrinium,
Aspergillus, Aureobasidium, Coniothyrium, Curvularia, Entoleuca, Epicoccum,
Fusarium, Nigrospora, Penicillium, Phoma, Quambalaria, ve Sordaria tiirleri izole
edilmistir. Bu funguslar igerisinde Penicillium, Aspergillus Alternaria,
Cladosporium ve Aureobasidium tiirleri sirasiyla %92.2, %66.6, %64.7 ve
%50.9’Iuk oranla en sik rastlanan endofitik tiirler olmustur.

Fungal izolatlardan bazilari dokularda, uzunluklari 13.5 ile 68.2 mm
arasinda degisen lezyonlar meydana getirmiglerdir. Bunlardan minimum lezyon
Macrophomina phaseolina (HiK16), maksimum lezyon ise Lasiodiplodia
pseudotheobromae (HIK36) tiirleriyle ger¢eklesmistir. Buna karsin endofitik tiirler
kontrolden farkli uzunlukta lezyon olusturmamis ve bunlarin patojen olmadiklari
ispatlanmistir.

Gaziantep baglarindan izole edilen fungal endofitlerden bazilart patojen

funguslarin  gelisimini higbir sekilde inhibe edemezken, bazi tiirler patojen
\YJ



funguslan agik¢a engellemistir. Denemeye alinan 8 endofitik izolat, uzunluklari
22.67 mm’ye varan engelleme zonu meydana getirmistir. Miseliyal gelisimi
engellemede en giicli etkiyi Penicillium fructuariae-cellae, en zayif etkiyi
Quambalaria cyanescens gostermistir. Denemedeki 16 patojenik izolattan 13’u
(%81.2), P. fructuariae-cellae tarafindan en az 3.33 mm’lik engelleme mesafesiyle
durdurulmustur. Bunun yaninda Biscogniauxia mediterranea, Cytospora ribis,
Diplodia seriata, Lasiodiplodia theobromae, Macrophomina phaseolina ve
Neoscytalidium dimidiatum gibi hizli gelisen tiirler ise en az 10 mm’lik zon
mesafesiyle engellenmislerdir.

Gelecek galigmalarda P. fructuariae-cellae’nin sera ve bag kosullarindaki
antagonistik performansinin ve budama yaralarindaki tutunabilme olanaklarinin
incelenmesi gerekmektedir. Ulagilacak sonuglara gore, bu tiiriin bagcilikta
ekonomik  kayiplar  sonuglayan patojenlerin  biyolojik  miicadelesinde

kullanilabilmesi mumkiin olabilecektir.
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1. GIRIS

Asmalarda fungal gdvde hastaliklari, son yillarda {ilkemizde ve diinyadaki
bag alanlarinda artis gosteren 6nemli hastaliklardir. Bu hastaliklar 1800’11 yillarin
sonundan itibaren bilinmesine karsin, asma sagligina olan 6énemi ancak 1990’larda
fark edilmeye baglanmistir. Son yillarda yapilan ¢calismalar asmalarda fungal govde
hastaliklarinin ekonomik agidan zarar veren onemli hastaliklar oldugunu ortaya
koymustur. Ornegin; Giiney Avustralya’daki Shiraz baglarimin  %47’si  bu
hastaliklardan etkilenerek dekar basina 150 kg’lik {iriin kayb1 yasandig1 ve bunun
dekara ortalama 280 Dolar’lik ekonomik kayba karsilik geldigi bulunmustur
(Wicks ve Davies 1999). Benzer sekilde, Fransa’daki baglarin %12’sinin bu
hastaliklar nedeniyle ekonomik olmaktan ¢iktig1 ve bunun iilke tarimina yaklasik
bir milyar Euro’luk kayba yol agtig1 belirlenmistir (Lorch 2014).

Bugiin 34 farkli cinse bagli 133 fungal tiiriin asma govde hastaliklariyla
iliskili oldugu bildirilmektedir (Gramaje ve ark. 2018). Bu tiirlerin yaklasik olarak
%20’sini Botryosphaeriaceae familyasina ait tiirler olusturmaktadir. Taksonomik
olarak Botryosphaeriaceae familyas: diinyada ilk kez 1918 yilinda kurulmustur.
Pekgok bitkide bulundugu gibi asmada bu familyanin var olan tiirlerinden biri
(Diplodia mutila) 1964 yilinda Kanada’da bulunmus (Chamberlain ve ark., 1964),
o tarihten bu yana farkli tiirler kesfedilmistir. EI-Goorani ve El-Meleigi (1972)
Misir’da Lasiodiplodia theobromae’y1 lokal kuruma belirtisi gosteren omcalardan
izole ederek patojenisitesini dogrulamis ve tilkedeki varligini rapor etmislerdir.
Lehoczky (1974) tarafindan Macaristan’da Diplodia mutila tiirii hem yetiskin
asmalardan hem de fidanliklardaki satisa hazir asmalardan izole edilerek
patojenisitesi dogrulanmigtir. Macaristan’da o yildan itibaren hastaligin adi siyah
0lii kol olarak gecmeye baslamistir. Bu hastalik daha sonralar1 Sili (Latorre ve ark.,
1986), italya (Rovesti ve Montermini, 1987), Amerika Birlesik Devletleri (Leavitt,
1990), Brezilya (Filho ve ark., 1995), Fransa (Larignon ve Dubos, 1997), Portekiz

(Phillips, 1998) ve Avustralya’da rapor edilmistir. Ulkemiz baglarinda ise
1



1. GIRIS Halil Ibrahim KARA

Botryosphaeria Geriye Oliim Hastaligi ilk kez Ege Bolgesi'nde saptanmustir
(Akgtl ve ark., 2014).

Asma iizerinde simdiye kadar Diplodia, Dothiorella, Lasiodiplodia,
Neofusicoccum, Neoscytalidium, Phaeobotryosphaeria ve Spencermartinsia
cinslerine bagli 26 farkl tiiriin lokal kuruma, geriye 6liim ve odun nekrozuyla
iligkili oldugu bildirilmistir (Gramaje ve ark., 2018). Bu tiirler asmalarda latent
halde bulunabildikleri gibi en hafif bir bitki stresi, bunlari patojen formuna
gecirebilmektedir. Infekteli asmalarda ilkbahar mevsiminde uyanma bozukluklari,
stirglinlerde geriye 6liim, gozler ve xylemde nekrozlar meydana gelebilir. Ancak
yaygin belirti odun dokudaki kama seklindeki kahverengi nekrozlardir. Dogada bu
patojenlerin infeksiyonlarini takiben 1-2 yil i¢inde hastalik belirtileri goriilmekte
olup daha c¢ok 8 yasindan biiylik asmalarda bariz bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir.
Son yillarda yapilan bazi arastirmalarda 3-5 yasindaki sofralik iiziim baglarinda bu
belirtilerin goriilebilecegi belirlenmistir (Urbez-Torres ve ark., 2006).

Cogunlukla asmanin odun dokularina kolonize olan bu tiirlerin miicadelesi
oldukga gii¢ olup, yerlesik enfeksiyonlarin tedavisi miimkiin degildir. Diinya
genelinde 2000’li yillarin basinda sodyum arsenit’in yasaklanmasiyla hastalik
ortaya ¢ikmis ve buna ikame olacak alternatif bir fungisit heniiz bulunamamustir.
Bununla iligkili olarak bitki patologlari, hastaliklarin biyolojik miicadelesini esas
alan alternatif arayislara yonelmislerdir.

Endofitik mikroorganizmalar; bitki i¢erisinde var olan, yasaminin herhangi
bir déneminde, bitkide herhangi bir hastalik belirtisi olusturmayan ve bitkilerle
birlikte yasayan organizmalardir (Schulz ve Boyle 2005). Cogunlukla bakteri ve
funguslarin olusturdugu bu organizmalar bitki igerisinde veya iizerinde biiyiirken,
bitkilerin karbon kaynaklarimi dengeli bir sekilde kullanirlar. Bu esnada bitki
dokularmi kolonize ederken ¢esitli enzimler ve sekonder metabolitler iiretirler. Bu
ve buna benzer mekanizmalar bitki fizyolojisini olumlu ya da olumsuz yonde
etkileyebilir. ~ Ayrica  endofitik  funguslar  bitki  icerisindeki  diger

mikroorganizmalarla etkilesime girerek onlarin faaliyetlerini baskilayabilir ya da
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tesvik edebilirler (Porras-Alfaro ve Bayman 2011). Hindistan’da yiriitilen bir
calisma, asmalardan izole edilen Alternaria, Aspergillus, Botryosphaeria,
Fusarium ve Xylaria tiirlerine ait baz1 endofitik izolatlarin fenolik bir bilesik olan
resveratrol sentezlediklerini ortaya ¢ikarmustir (Dwibedi ve Saxena 2019). Bu
bilesik konukcu bitkiyi biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi koruyan ve
ayrica insan sagligina yarari olan bir bilesiktir (Chong ve ark., 2009). Bitki i¢
dokularindaki fungal flora bitkinin yasi, bitkinin farkli organlari, ¢esidi, bulundugu
bolgenin iklimi ve o bdlgede takip edilen iiriin yetistirme yoOntemlerine gore
degisiklik gosterebilir. Hatta fungal endofitin izole edildigi fenolojik dénem dahi
bu degisiklikte rol oynayabilir (Varanda ve ark., 2016).

Asma fidan iiretiminde kullanilan kalem-gelik gibi vejetatif materyallerin
sagligl, tesis edilecek bagdaki asmalarin Omriinii dogrudan etkiler. Dormant
materyallerin patojenlerden ari ve yararli endofitik flora yoniinden zengin olmasi
arzu edilmektedir. Yoresel veya standart liziim ¢esitlerinin ve ayn1 zamanda asma
fidanlarinin {retildigi bir bolgede baglarin, fungal govde patojenleri ve yararh
endofitler yoniinden taranmasi énemlidir. Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun 2019 yili
verilerine gore Gaziantep ili, sahip oldugu bag alani ve liziim iiretim miktari
bakimindan 7. sirada yer almakta ve bolgede sofralik ve kurutmalik {iziim
yetigtirilmektedir (Anonim 2019). Bu ilde simdiye kadar asma viriis ve
viroidlerinin arastirildig1 bazi ¢aligmalar mevcut olmakla birlikte, asmalarda fungal
gbovde patojenleri ve bunlarin endofitik antagonistlerini ele alan bir ¢alisma heniiz
mevcut degildir. Bu nedenle Gaziantep bag alanlarinda bu tarzda bir ¢alismaya
gerek duyulmustur.

Bu caligmanin amaglari; Gaziantep bag alanlarinda Botryosphaeriaceae
tirleri ve diger fungal govde patojenlerini saptamak ve elde edilen patojenlere karsi

antagonistik potansiyeli olan endofitik funguslarin in vitro etkinligini belirlemektir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Asmada Botryosphaeriaceae familyasina bagli tiirlerle yapilan ¢aligmalar
yaklasik 60 yil oncesine dayanmaktadir. O tarihten bu yana tiirlerin taksonomisi,
patojenisiteleri ve neden olduklart hastaligin miicadelesiyle ilgili pek¢ok calisma

yapilmis, tez konusuyla iliskili olanlar 6zetlenmeye ¢alisilmistir.

2.1. Hastahk Yaygmhg ve Etiyolojisiyle ilgili Cahsmalar

Wood ve Wood (2005) Bat1 Avustralya’nin Carnarvon Bolgesi baglarinda
Botryosphaeria Geriye Oliim Hastaligi’nin olduk¢a yaygin oldugunu tespit
etmislerdir. Botryosphaeria rhodina ve B. ribis tiirlerinin saptandig1 bu ¢alismada,
1997-2004 yillar1 arasinda ortalama hastalik ¢ikisi %0-40 arasinda degistigi
bulunmustur.

Urbez-Torres ve ark., (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada California
eyaletindeki bag alanlarinda Botryosphaeria Geriye Oliim Hastalig’mn %89.2’lik
yayginliga sahip oldugu bulunmustur. Mikolojik ¢aligmalar bu bdlgede
Botryosphaeria dothidea, Diplodia seriata, D. mutila, Lasiodiplodia theobromae,
Neofusicoccum australe, N. luteum ve N. parvum tiirlerinin var oldugunu ortaya
koymustur. Yayginlik bakimindan asma goévde hastaliklariyla iligkili diger
tirlerden Diaporthe ampelina, Eutypa lata ve Phaeoacremonium tiirleri takip
etmistir.

Avustralya’nin iki farkli bolgesindeki baglarda yapilan bir soérveyde
Botryosphaeriaceae tiirlerinin varligi incelenmis ve bu bolgedeki asmalarin B.
dothidea, Diplodia seriata, D. mutila, L. theobromae, Dothiorella viticola,
Neofusicoccum australe, N. luteum, N. parvum ve N. ribis ile infekteli olduklari
saptanmistir. Hastalik belirtisi gdstermeyen dormant gézler, ¢icek, koruk ve olgun
meyvelerden yapilan izolasyonlarda bu patojenlerden en az biri veya daha fazlasi
tespit edilirken, Botryosphaeriaceae tiirlerinin asmada belirli bir dokuya

6zellesmedigi anlagilmistir (Wunderlich ve ark., 2008).
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Meksika’nin Sonora ve Baja California bolgesi bag alanlarinda yapilan bir
sorvey calismasinda toplam 19 bag incelenmis ve kuruma belirtisi gdsteren
asmalardan doku ornekleri almmustir. Yapilan izolasyonlarda Botryosphaeria
Geriye Oliim Hastaligi’yla iliskili Diplodia seriata ve Lasiodiplodia theobromae
turleri saptanmustir. Baja California’daki 6rneklerin  %38’inde D. seriata,
%]16’sinda L. theobromae tiirleri izole edilirken, Sonora’dakilerden yalnizca L.
theobromae tiirii bulunmustur (%80.5). Her iki bolgeden alinan nekrotik dokularda
bu tiirlerin karisik infeksiyonlarina rastlanmamustir (Urbez-Torres ve ark., 2008).

Avustralya’nin giliney ve giineydogusundaki toplam 91 bagda yiiriitiilen
sorvey c¢alismasinda Botryosphaeria Geriye Oliim Hastaligi’min yaygmligi %98
olarak bulunmustur. Laboratuvar ¢alismalarinda Diplodia seriata, Diplodia mutila,
Lasiodiplodia theobromae, Neofusicoccum parvum, Neofusicoccum australe,
Botryosphaeria dothidea, Dothiorella viticola ve Dothiorella iberica tiirleri elde
edilirken, bolgedeki kurumalarin agirlikli olarak Botryosphaericaeae tiirlerinden
kaynaklandig belirlenmistir (Pitt ve ark., 2010).

Qiu ve ark, (2011) Avustralya’nin dogusunda, ortalama hava
sicakliklarinin hayli yiiksek oldugu Hunter Vadisi bag alanlarinda bir sorvey
calismasi yiirtitmiisler ve bu bdlgede lokal kuruma ve geriye 6liim belirtisi gosteren
asmalar1 incelemislerdir. Yaglar1 16 ila 66 yil arasinda degisen asmalardan toplam
450 doku 6rnegi alinmig ve bu ornekler laboratuvarda klasik ve molekiiler tani
islemlerine tabi tutulmustur. Calisma sonunda, drnek alinan asmalarin %36’sin1
Botryosphaeriaceae, %30’ unun Phaeoacremonium, %22’sini Greeneria uvicola,
%4’tiniin Phaeomoniella chlamydospora ve %7’sini  Phomopsis viticola ile
enfekteli oldugunu tespit etmislerdir. Botryosphaeriaceae familyasi igerisinde en
stk kargilagilanlar  sirasiyla  Diplodia  seriata, Neofusicoccum  parvum,
Botryosphaeria dothidea ve Lasiodiplodia theobromae tiirleri olmustur.

Cin’in 17 farkli eyaletindeki baglarda Botryosphaeriaceae tiirlerinin

arastirildign bir calismada 320 nekrotik doku toplanmustir. Izolasyon ¢alismalariyla
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bu dokularin 150’sinde B. dothidea tiirii izole edilmis ve bu tiiriin diger tiirlere gore
hayli yaygin oldugu bulunmustur (Yan ve ark., 2012).

Yeni Zelanda’nin kuzeyindeki 43 farkli bagda yapilan incelemelerde
kuruma ve geriye olim belirtisi gosteren asmalarin %68’in Botryosphaeriaceae
tiirlerinde en az biri ile enfekteli oldugu tespit edilmistir. Toplam 238 nekrotik
dokunun incelendigi laboratuvar ¢alismalarinda toplam 336 izolat elde edilmistir.
Molekiiler tan1 ¢alismalariyla toplam 9 farkli Botryosphaeriaceae tiiriiniin elde
edildigi saptanirken bunlarin %34’iinii Neofusicoccum parvum, %18’ini Diplodia
mutila, %16’si1 D. seriata, %14’ tnii N. luteum, %11’ini N. australe, %3 {inii N.
ribis, %2’sini Dothiorella iberica ve geriya kalan %2’sini ise Botryosphaeria
dothidea ve Dothiorella sarmentorum tiirleri olusturmustur (Baskarathevan ve ark.,
2012).

Correia ve ark., (2013) Brezilya’nin dogusunda 2010 yilinda yiirttikleri
bir ¢aligmada asma fidanlklar1 ve yetiskin baglardaki fungal kokenli kurumalar
incelemislerdir. Ortalama 60 farkli doku 6rneginden yapilan izolasyonlarda, fungal
govde hastaliklarina neden olan ¢ok sayida patojenik tiir izole edilmistir. Agirlikli
olarak Botryosphaeriaceae tiirii funguslardan; Botryosphaeria mamane, L.
thoebromae, L. crassispora, L. parva, L. pseudotheobromae, Neofusicoccum
parvum tiirleri bulunmus ve bunlardan L. thoebromae ve N. parvum’un digerlerine
oranla daha sik izole edildigi bildirilmistir. Bunlardan baska Campylocarpon
fasciculare, C. pseudofasciculare, Phaeomoniella chlamydospora,
Phaeoacremonium aleophilum ve Phaeoacremonium parasiticum tiirleri de
saptanmis ve bu tiirlerin Karabacak Hastalif1 ve Esca Sendromu ile iliskili tiirler
oldugu belirlenmistir.

Uruguay’daki bir ¢alismada Botryosphaeria Geriye Oliim belirtisi gdsteren
asmalar ve herhangi bir belirtinin goriilmedigi anacliklardaki tiir kompozisyonu
incelenmistir. Filogenetik analizler ve klasik tan1 ¢alismalari ile Neofusicoccum

parvum, N. kwambonambiense, N. australe ve Lasiodiplodia theobromae tiirlerinin
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ilkedeki varligi saptanirken, bu tiirlerin hem simptomatik asmalar hem de
asimptomatik ¢eliklerden izole edildikleri vurgulanmistir (Abreo ve ark., 2013).

Mohammadi ve ark., (2013) Iran’m farkli bolgelerinde, yaslar1 4-35
arasinda degisen 41 bagda sorvey caligsmalar1 yapmislar ve lokal kuruma ve geriye
Olim belirtisi gosteren asmalar1 incelemislerdir. Nekrotik dokulardan yapilan
izolasyonlarda 15 Diplodia seriata ve 12 Neofusicoccum parvum izolati elde
edilmistir. Bunlardan baska ayni asmalardan Phaeomoniella chlamydospora ve
Phaeoacremonium aleophilum tiirleri de saptanmis ve patojenisite testine alinan
tiim tiirlerin hayli viriilent olduklar belirlenmistir.

Akgiil ve ark., (2015) Ege Bolgesi Sultani Cekirdeksiz bag alanlarinda
asma govde hastaliklarini inceledikleri ¢aligmalarinda, lokal kuruma ve geriye
6liim belirtisi gdsteren omca oraninin %2.0-4.2 arasinda degistigini bildirmislerdir.
Mikolojik ¢aligmalar sonucunda Botryosphaeria Geriye Oliim Hastalig1’yla iliskili
4 farkl tiir (B. dothidea, D. seriata, L. theobromae ve N. parvum) tespit edilmistir.
Bu tiirler ortalama %1.3-19.7 arasinda degisen oranlarda izole edilmiglerdir.

Italya’nin Foggia Bolgesi bag alanlarinda 2012-2013 yillarinda yiiriitiilen
bir sérvey ¢aligmasinda, Botryosphaeria Geriye Oliim Hastaligi’nin gériilme siklig
%5.2-23.8 olarak hesaplanmustir. Calismada 60 Botryosphaeria-benzeri izolat elde
edilirken bunlarin %84’tinii Diplodia seriata, %4.2’sini Neofusicoccum parvum,
%2.7’sini Lasiodiplodia theobromae, %2.3’inii B. dothidea ve %2.1%ini L.
citricola tiirleri olusturmustur. Geriye kalan %4.2°’lik oranin D. corticola, D.
mutila, Dothiorella iberica ve Dothiorella sarmentorum tiirlerine ait oldugu
belirlenmistir (Carlucci ve ark., 2015).

Tarsus (Mersin) ilgesindeki bag alanlarinda 2018 yilinda yapilan bir
sorveyde, toplam 50 bag incelenmis, lokal kuruma ve geriye 6lim belirtilerinin
acikca goriildiigii baglarin oran1 %14 olarak bulunmustur. Laboratuvar ¢aligsmalari
sonucunda toplam 21 Botryosphaeriaceae tiirii fungus izolati elde edilirken,

bunlarin %61.9’unu Diplodia seriata, %23’8’ini Laisodiplodia pseudotheobromae,
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%4.8’ini L. theobromae ve %14.3%inii ise Neofusicoccum parvum tiirleri

olusturmustur (Giiler ve Akgiil, 2020).

2.2. Hastahgn Biyolojik Miicadelesiyle ilgili Cahsmalar

Brezilya’da yapilan bir ¢alismada Vitis labrusca tiirii asmadan izole edilen
cok sayida endofitik fungusun inhibe edici etkisi, in vitro’da bir kok patojeni olan
Fusarium oxysporum f.sp. herbemontis’e karsi incelenmistir. Aporospora,
Aureobasidium, Bjerkandera, Colletotrichum, Diaporthe, Epicoccum, Flavodon,
Fusarium, Guignardia, Lenzites, Paraphaeosphaeria, Phanerochaete, Phyllosticta,
Pleurotus, Preussia, Tinctoporellus ve Xylaria cinsi endofitlerin saptandigi
calismada, izolatlarin %352’si potansiyel antagonistler olarak 6n plana ¢ikmigtir.
Bunlardan bazi Colletotrichum gloeosporioides ve Flavodon flavus izolatlar
%77’nin lizerinde baskilayici etki gostermistir (Brum ve ark., 2012).

Varanda ve ark. (2016) Portekiz’de Syrah, Cabernet Sauvignon ve
Aragonez cesitleriyle kurulu, geleneksel ve organik yetistiricilik yapilan iki farkli
modelde, asmalardaki fungal endofitleri incelemislerdir. Toplam 12 farkli bagdan
yapilan izolasyonlarda 10 farkli cinse bagli (Alternaria, Botrytis, Cladosporium,
Colletotrichum, Diplodia, Epicoccum, Gloeotinia, Nigrospora ve Penicillium) 16
farkli tiirde endofitik fungus elde edilmistir. Organik tarim yapilan baglardaki
endofitik c¢esitlilik, geleneksel tarim yapilanlara gore daha zengin bulunmus, bunun
sebebinin ise kullanilan kimyasallarla iliskili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

Pinto ve ark., (2018) asmalardan izole ettikleri bazi endofitik
Aureobasidium pullulans izolatlarinin bitkiyi kolonize etme sekli ve Diplodia
seriata’yr in vitro’da engelleme potansiyelini arastirmislardir. Yapraktan izole
edilen A. pullulans’in, daha sonra yapilan inokulasyonla, bitki koklerini de
kolonize edebildigi ve yaprak dokularina kadar ulagbildigi goriilmiistiir. Bu endofit
cesitli antibiyotikler tireterek cesitli oranlarla, D. seriata’nin hifsel gelisimini de
azaltmistir. En giicli A. pullulans izolat1 (F98.1) yapay besi yerinde %33.4’lik

engelleme sergilemistir. Bununla birlikte farkli viriilenslikteki D. seriata
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izolatlarinin A. pullulans’tan etkilenme oranlart da farklilik gostermistir. En
viriilent D. seriata izolat1 (Ds99.7), en giicli A. pullulans izolatindan ancak
%7.9’luk bir etkiyle engellenebilmistir. Bu olayda hem antagonist hem de
patojenik izolatlar arasinda 6nemli farkliliklarin bulunabilecegi gosterilmistir.

Portekiz’de yiiriitillen bir ¢calismada Cabernet Sauvignon ¢esidi asmalarin
tek yillik odunsu siirgiinlerindeki fungal mikrobiyom, yeni nesil sekanslama
teknolojisiyle incelenmistir. Fungal endofitlerden Alternaria alternata, Epicoccum
nigrum, Cladosporium sp. ve Aureobasidium pullulans tiirlerinin siirglinlerde en
yaygin bulunan endofitler oldugu belirlenmistir. Bunlarin asma fidanlarina birlikte
inokule edilmesiyle, bir gévde patojeni olan Phaeomoniella chlamydospora’nin
kolonizasyonunu 6nemli 6l¢iide (kontrole gore 12 kat) azalttigi bulunmustur (Del
Frari ve ark., 2019).

Dwibedi ve Saxena (2019) Hindistan’in farkli bolgelerindeki Merlot,
Syrah, Pinot Noir ve Muscat ¢esidi asmalardan yaprak ve gévde ornekleri alarak
endofitik fungal floray: incelemislerdir. Toplam 145 fungal izolatin elde edildigi
caligmada agirlikli olarak Alternaria, Aspergillus, Botryosphaeria, Fusarium ve
Xylaria tiirti funguslar elde edilirken bunlardan 44’{iniin gesitli fenolik bilesikler
sentezledikleri fark edilmistir. Calismanin detaylandirilmasiyla bu tiirdeki
funguslara ait 13 izolatin sivi besi yerinde resveratrol irettikleri saptanmis, en
yiiksek resveratrol sentezinin Fusarium equiseti’nin bir izolatindan (199VVLPM)
elde edilmigtir. Bu ¢alisma endofitik tiirlerin patojenlerin inhibisyonundan baska
ayn1 zamanda bitki fenoliklerine de katkida bulundugunu vurgulamistir.

Goriir ve Akgiil (2019) Tarsus, Tokat ve Manisa’dan, Prima ¢esidi asma
kalemlerindeki kiiltiire alinabilir endofitik fungal floray1r belirlemisler, bunlarin
Neofusicoccum parvum’un koloni gelisimine antagonistik etkilerini ortaya
koymuslardir. Her ii¢ bolgeden agirlikli olarak Alternaria alternata, Acremonium,
Cladosporium cladosporioides, Epicoccum nigrum, Geosmithia sp. Ve
Quambalaria cyanescens tiirleri, bunlarin yaninda bir adet Trichoderma atroviride

izole edilmistir. Ikili kiiltiir testinde T. atroviride izolati N. parvum’un miselial
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gelisimini %69 oraninda engellerken, diger izolatlarin engelleme oram %9.0-31.1
arasinda degisim gostermistir.

Carro-Huerga ve ark., (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Tempranillo
¢esidi asmalarin govdesinden izole edilen Trichoderma izolatlarinin, Kav Hastalig
etmenlerinden Phaeoacremonium minimum’a karst antagonistik etkinligi
arastirilmugtir. Ikili kiiltiirde etkili bulunan Trichoderma izolat: ve patojen fungus
matkapla acilmis yaralardan asma fidanlarina inokule edilmistir. Yaklasik 12 hafta
sonra yapilan degerlendirmede, Trichoderma izolatinin xylem borular1 ve odun
dokular1 kolonize edebildigi tespit edilmistir. Bu izolat P. minimum’a kars1 yer
rekabeti, hifsel sarilis ve sporlarin patojen hiflerine tutunusu gibi mekanizmalarla
hastalik olusumunu azaltmustir.

Fransa’nin Bordeaux kentinde yapilan bir arastirmada orman kenarindaki
baglar ve orman agaglarindaki Botryosphaeriaceae tiirleri ve fungal endofit
cesitliligi incelenmistir. Standart izolasyon ve tan1 ¢aligmalariyla patojenik
Ozellikte Botryosphaeria dothidea, Diplodia corticola, D. intermedia, D. mutila, D.
sapinea, D. seriata, Eutypa lata, Lasiodiplodia vitis ve Neofusicoccum parvum
tirleri saptanirken, endofitik funguslardan Alternaria sp., Aureobasidium
pullulans, Cladosporium sp., Epicoccum nigrum ve Phoma tiirlerinin agirlikli
oldugu bulunmustur. Yeni nesil sekanslama teknolojisi ile alinan sonuglara gore,
baglardaki toplam Botryosphaeriaceae tiir sayisinin orman agaglarindakilere oranla
daha fazla oldugu, buna kargin orman agaglarindaki endofit tiirlerin baglardan elde
edilenlere gore daha zengin oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar baglardaki hastalik
yonetiminin asma mikrobiyomunu 6nemli 6lgiide etkiledigini ortaya koymustur
(Laurent ve ark., 2020).

Almeida ve ark.,(2020) Portekiz’in Alentejo Bolgesi’'ndeki 3 farkli bagda,
asmalarin kok, petiol ve odunsu govdelerindeki endofitik ve patojenik floray1 ve
bunlarin arasindaki interaksiyonlari incelemislerdir. Toplam 39 farkli tiiriin
saptandig1 laboratuvar caligmlarinda, 9 tiiriin (Truncatella angustata, Cytospra

acaciae, Diplodia pseudoseriata, Neoufusicoccum parvum, Stereum armeniacum,
11



2. ONCEKI CALISMALAR Halil Ibrahim KARA

Hormonema viticola, Phialophora fastigiata, Diaporthe sp. ve Pestalotiopsis sp.)
asma govde hastaliklartyla iligkili patojenler, geriye kalanlarin ise endofitik tiirler
oldugu bulunmustur. Ikili kiiltir calismalar1 Aspergillus niger, Fusarium
oxysporum, Clonostachys rosea, Epicoccum nigrum, Trichoderma ve Penicillium
tiirlerinin in vitro’da patojenik funguslar1 %30.7-62.6 arasinda degisen oranlarda
engelledikleri belirlenmistir.

Deyett ve Rolshausen (2020) Kaliforniya’daki bir bagda bulunan asmalarin
toprak, rizosfer, kok endosferi, kordon, kalem ve bitki 6zsuyundaki mikrobiyomu
detayli olarak incelemisler. Elde edilen fungal mikrobiyomun agirlikli olarak
(%80) Ascomycota subesi lyeleri oldugunu saptamuslardir. Alternaria,
Cladosporium, Fusarium, Mortierella cinsleri yaygin olarak bulunmustur. Bu
calismada ayrica rizosferden saptanan tiirlerin %28’inin daha sonra bitkinin toprak
iistiinde bulunan mikofloray1 olusturdugu belirlenmis, bdylece endofitik tiirlerin
cesitli yollarla bitkiye giris yapabildigi dogrulanmaistir.

Silva-Valderrama ve ark. (2021) Sili’deki ticari Cabernet Sauvignon ve
Chardonnay baglarindaki asmalarin rizosferik funguslar ve gdvdelerindeki
endofitik tiirlerin asma govde hastaliklariyla iliskili tiirlerle etkilesimlerini
incelemislerdir. Toplam 378 izolatin elde edildigi ¢alismada Chaetomium sp.,
Cladosporium sp., Clonostachys rosea, Epicoccum nigrum, Purpureocillium
lilacinum ve Trichoderma tiirleri in vitro’da patojenik Diplodia seriata,
Neofusicoccum parvum ve Phaeomoniella chlamydospora’ya karsi antagonistik
kabiliyetleri test edilmistir. Endofitik tiirlerden Clonostachys rosea ve
Trichoderma’nin bazi izolatlar1 patojen funguslarin gelisimini kaydadeger oranda
(%98.2-100) baskilamustir. C. rosea’daki bu etkinin gelistigi ortama metabolitler
salgilama, hifsel parazitizm ve yer rekabetinden kaynaklandig ispatlanmustir.

Blundell ve ark., (2021) Kaliforniya Davis’teki bir bagda (V. vinifera,
Chenin Blanc) hem saglikli hem de asma govde hastaliklarinin belirtilerini gosteren
omcalarin 6z suyundaki bakteriyel ve fungal floray1 incelemislerdir. Endofitik

antagonistlerin inhibe edici etkileri hem ikili kiiltir hem de ugucu antibiyotik
12



2. ONCEKI CALISMALAR Halil Ibrahim KARA

testleriyle incelenmistir. Fungal endofitlerden Aureobasidium pullulans’in ¢ogu
izolat1 etkisiz bulunmustur. Ancak iki izolat Neofusicoccum parvum, Eutypa lata
ve Diaporthe ampelina’nin gelisimine antagonistik 6zellik gostermezken, Diplodia
seriata’yr inhibe etmistir. Bundan bagka Trichoderma ve Bacillus izolatlar1 bu
patojenlerin gelisimini kaydadeger oranda engellemistir. Trichoderma izlotlar1 E.
lata’nin miseliyal gelisimini %64, N. parvum’unkini ise %73 oraninda inhibe
etmistir. Benzer sekilde Bacillus izolatlar1 yapay besi yerinde E. lata’y1 %20, N.

parvum’u ise %40 oraninda inhibe edebilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Sérvey Cahsmasi

Sérvey calismast Gaziantep ili Islahiye, Sahinbey ve Sehitkamil
ilgelerindeki baglarda (Sekil 3.1), Eyliil 2020°de yiriitilmiistir. Toplam 51 bagin
incelendigi sorvey calismasinda ortalama 10 dekar biyiikliigiindeki baglara
girilerek, saglikli omcalar ve asma govde hastaliklarinin belirtilerini (lokal kuruma,
geriye Oliim, apopleksi, ¢izgili-nekrotik yapraklilik) gdsteren omcalar sayilmistir.
Telli ya da guyot terbiye tipi (yer bagi) fark etmeksizin, iki kenardan dorder ve
ortadan dort sira olmak {iizere hem saglam hem de simptomatik asmalarin
tamaminin sayist kaydedilmistir (Akgilil ve ark., 2015). Bolgedeki asma govde
hastaliklarinin yayginlig1 (%); belirti goriilen bag sayismin, kontrol edilen toplam
bag sayisina oranlanmasiyla bulunmustur. Her bir bagdaki hastalik cikist (%);
belirti gosteren omca sayisinin, sayim yapilan tiim asmalarin sayisina
oranlanmasiyla hesaplanmistir. Ildeki ortalama hastalik cikisina (%) ise, tiim

baglardaki hastalik ¢ikisinin ortalamasi alinarak ulagilmstir.

ADIYAMAN

ISARETLER

O lige merkezi ®, 4 SUKIVE
il merkezi
. fige simiflan 0 10 20 30 40
—— iisinirlan 3 X
e Ulke sinIrian

Sekil 3.1. Gaziantep ilinde, inceleme yapilan baglarin bulundugu noktalar (*
isareti ile gosterilmistir)
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Nedensel patojenleri belirlemek amaciyla simptomatik asmalarm 3-4 yillik
kalin dallarindan, testere ya da budama makasiyla 10-15 ¢cm uzunlugunda pargalar

kesilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Asmalardan doku 6rneklemesi ve 3-4 yillik, nekrotik dokular

Bu parcalar kagit torbalara konularak arazinin bulundugu yer, asmanin
cesidi ve Ornekleme tarihlerinin not edildigi etiket yapistirilmig. Buz kutusunda
laboratuvara  getirilmistir. Izolasyon yapilincaya kadar oOrnekler +4°C’de

saklanmugtir.

3.2. Odunsu DokulardanFunguslarin izolasyonu

Laboratuvara getirilen 6rneklerden fungal izolasyon yapmak i¢in odun
pargalarindaki kabuklar soyulmus ve ¢esme suyu ile yikanmigtir. Kagit havluyla
kurutulan dokular budama makasiyla 3-4 cm’lik pargalara béliinerek, en az %5
aktif klor igeren sodyum hipoklorid (Hypo: Koruma Temizlik A.S.) ¢ozeltisi ile 3
dakika siireyle dezenfekte edilmistir (1:1 su ve hypo). Ardindan iki kez steril distile
su ile durulanan bu dokular, steril kurutma kagitlarinda 4-5 dakika kurutulmus ve
nekrotik alanlardan steril budama makasiyla 3-4 mm’lik parcalar kesilmistir. Bu

pargalar, litrede 250 mg streptomycin-siilfat bulunan PDA (Patates Dekstroz Agar)
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besi yerinde kiiltiire alinmis (her bag igin 10 Petri kabi, her Petri kabina 7 doku) ve
25°C sicaklik, 12 saat karanlik/aydinlik kosullarda 10 giin siireyle inkiibe
edilmistir. Petri kaplar1 gilinlik olarak kontrol edilerek, gelisen kolonilerden
miseliyal agar parcaciklari alinmis ve saf koloniler elde edilmistir. Bu kolonilere
arsiv kayit numaralar1 verilmis, koloni goriinimii ve mikroskobik &zellikleri
fotograflanmis ve ardindan kagit kiiltlire alinarak -20°C’de muhafaza edilmislerdir.
Morfolojik 6zellikler ve baz1 mikroskobik goriintiilere gore, funguslar familya, cins
veya tilir diizeyinde sayilarak not edilmistir. Funguslarin her bagdaki izole edilme
orani; 10 Petri kabindaki koloni sayisinin, toplam doku sayisina (70)
oranlanmastyla bulunmustur. Fungal cins veya tiirlerin bolgedeki izole edilme
orani; toplam izole edilme oraninin, sérvey yapilan bag sayisina (51) boliinmesiyle

hesaplanmustir.

3.3. Fungal izolatlarin Klasik ve Molekiiler Tansi

Klasik tan1 Crous ve Gams (2000); Barnett ve Hunter (2003); Mostertve
ark., (2016); Lawrence ve Travadon (2018) ve Zhang ve ark., (2021)’e gore
yapilmistir. Bu tanida koloni rengi, havai miselyum olusturma 6zelligi, konidi ve
konidiofor sekli, konidilerdeki uzantilar, biiylime hizi, piknidyum olusumu ve
pikniosporlarin sekli gibi hususlar incelenmistir.

Molekiiler tan1 PCR, gen sekanslama ve web tabanl standart niikleotid
BLAST (Basic LocalAlignmentSearchTool®) taramasiyla gerceklestirilmistir. Bu
tan1 icin ilk olarak, saf kiiltiir halinde gelisen miselyumlardan DNA izolasyonu
yapimistir (O’Donnell ve ark., 1998). Steril bisturi ile PDA yiizeyinde gelisen
miselyum kazinarak (yaklasik 50-60 mg) ezme posetlerine koyulmustur. El tipi
homojenizator yardimiyla, posetin disindan, hifler mekanik olarak ezilmis ve
posete 650 ml 2X CTAB (CetylTrimethylAmmoniumBromide: Merck) buffer
eklenmistir. Homojenize edilen siispansiyon, 1.5 ml’lik steril santrifiij tiiplerine
alinmis ve ardindan 2 pl hacminde 2-mercaptoethanol (Merck) eklenerek vortex ile

karistinlmistir. Tiipler 65°C’lik kuru-blok 1siticida (BioSan TDB-100®, Litvanya)
17
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1 saat silireyle inkiibe edilmistir. Ardindan her tiipe 500 pl kloroform isoamyl-alkol
(24:1) eklenerek 30 saniye karistirtlmistir. Tipler 14000 rpm hizda 10 dakika
santrifij edilmis, tist katmandaki siispansiyondan 200 pul alinarak yeni tiiplere
transfer edilmistir. Bu siispansiyona esit hacimde yeniden kloroform isoamyl-alkol
eklenerek karistirilmis, ayn1 hiz ve siirede yeniden santrifiij edilmistir. Ust
katmandan alinan 120 pl’lik siispansiyon yeni tiiplere alinip, tizerine soguk
isopropanol (2-propanol) eklenmistir. Sonra tiipler -20°C’de 30 dakika tutulup, 15
dakika siireyle 14000 rpm’de santrifiij edilmistir. Tiiplerdeki sivi kisim atildiktan
sonra %70’lik soguk etanol ile yikanmis ve DNA pelleti 10 dakika, steril kabinde
kurutulmustur. Bu pelletler 50-60 pl PCR suyu ile sulandirilmis ve PCR asamasina
kadar -20°C’de saklanmustir.

Genomik DNA fiizerindeki en az bir, en fazla ii¢ gen bolgesi; rRNA ITS
(Internal Transcribed Spacer) ve LSU (Large Sub-unit) bolgeleri, TEF1-a
(translation Elongation Factor 1-a) ve beta-tubulin boélgeleri, Cizelge 3.1°deki

primer ¢iftleriyle ¢ogaltilmstir.

Cizelge 3.1. Fungal izolatlarin molekiiler tanisinda kullanilan universal primerler

Primerler Baz Dizilimleri (5'—3") Referans
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC _

(White ve ark., 1990)
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
LROR ACCCGCTGAACTTAAGC ]

(Vilgalys ve Hester, 1990)
LR5 TCCTGAGGGAAACTTCG

EF1-728F CATCGAGAAGTTCGAGAAGG
EF1-986R  TACTTGAAGGAACCCTTACC

Bt2a GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC
Bt2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC

(Glass ve Donaldson, 1995)

(Glass ve Donaldson, 1995)

Thermocycler ~ cihazi  (Simpli-Amp  A24811:  AppliedBiosys.,
Thermoscientific™)  Cizelge 3.2°de belirtilen PCR  kosullarina  gore
programlanmustir.
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Cizelge 3.2. PCR i¢in programlanan thermocycler kosullar

ITS4/ITS5 ve
PCR EF1-728F/EF1-986R Bl2a/Bizb LRORILRS
Asamalari Sicaklik ve. Déngu  Sicaklik ve Doéngl  Sicaklik ve  DOngu
Siire Sayisi Sire Sayisi Sire Sayisi
On denatirasyon ~ 95°C - 3 dk 1 95°C - 3 dk 1 95°C - 3 dk 1
95°C - 1dk 95°C - 1dk 95°C - 1dk
Cogaltim 52°C -1 dk} 35 58°C-1 dk} 35 50°C - 75 sn 35
72°C - 1dk 72°C - 1dk 72°C - 1dk
Son uzama 72°C - 10 dk 1 72°C - 10 dk 1 72°C - 10 dk 1

PCR sonunda elde edilen {irlinler %1.5’Iuk agaroz jelde (Intivitrogen™),
55 Volt gerilim, 250 mA akim siddeti altinda 2 saat ayrigtirilmis ve UV 11k altinda
(320 nm dalga boyu) goriintiilenmistir.

Izolatlarm niikleotid dizilimleri sanger gen dizileme ydntemiyle elde
edilmis, bu iglem hizmet alim1 yoluyla gergeklestirilmistir (MacroGen Co., Giiney
Kore). Dizileme sonrasi alinan elektronik dosyalar, ChromasLite™ (Technelsiyum)
yazilimiyla kontrol edilmis ve niikleotid dizilimleri web tabanli BLASTnN
taramasiyla NCBI (National Center forBiotechnolgy Information, ABD) Gen
Bankasi’ndaki dizilerle karsilastirilmistir. Benzerlik oranlarina goére en az %99
benzerlikteki izolatlar, kendisine karsilik gelen tiire gore tanilanmustir. Farkli gen
bolgelerine ait niikleotid dizilimleri NCBI GenBank’a kaydedilerek erisim

numarasi alinmistir.

3.4. Patojenisite Testi

Tanis1 yapilan fungal izolatlardan en az biri ile patojenisite testi
yapilmigtir. Kiiltiirler 8-10 giin siireyle PDA ortaminda gelistirildikten sonra, steril
cork-borrer ile 5 mm’lik miseliyal agar diskleri kesilmistir. Dormant halde, 2-3 g6z
bulunan Cardinal ¢esidi asma kalemleri (yaklasik 30 cm) dipten ve uctan kiit

kesilmis, u¢ kisma miseliyal agar diskleri inokule edilerek strec-film ile sarilmistir
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(Ayres ve ark., 2011). Kontrol olarak birakilan kalemlere steril agar diskleri
inokule edilmistir. Bu kalemler, igerisinde torf, perlit karigimi (2:1 oraninda)

bulunan 1 litrelik plastik fidan torbalarina dikilmislerdir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Patojenisite testinde kalemlerin inokulasyonu ve fidan torbalarina dikimi

Kalemler 25°C sicaklik, 12 saat aydinlik / karanlik ve %85 nispi nem
kosullarinda koklendirilmis ve fidanlar 3 ay siireyle gelistirilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Torf-perlit ortaminda gelistirilen 3 aylik asma fidanlart

Bu siire sonunda inokule edilen kalemler bicakla ortadan ikiye kesilerek
odun dokuda olusan lezyonlarin uzunluklar 6l¢iilmiis ve fotograflanmistir (Sekil
3.5).
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g

Sekil 3.5. Inokule edilen kalemlerde lezyon dl¢iimii

Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore 6 tekerriirlii olarak
kurulmus, her fidan bir tekerriir olarak kabul edilmistir. Lezyon uzunluklaria
varyans analizi uygulanmig, ortalamalar arasindaki farklar %5’lik hata pay: ile
LSD testine gore degerlendirilmistir. Kontroldeki kalemlerin u¢ kisminda,
oksidasyona bagli renk degisimi dikkate alinarak, bu tarzda lezyon olusturan

izolatlar endofit olarak degerlendirilmistir.

3.5. ikili Kiiltiir Testi ile Antagonizmin Belirlenmesi

Patojenisite testi ile endofit ya da patojen olarak ayristirilan fungal
izolatlarin birbirlerine kars1 olas1 antagonistik etkileri, PDA besi yerinde ikili kiiltiir
testleriyle belirlenmistir. Endofit ve patojenlerin 5 mm’lik miseliyal agar diskleri,
Petri kabinin kenarindan birer santimetre uzakliga, karsilikli olarak yerlestirilmistir.
Penicillium, Aspergillus gibi yogun sporlu endofitler PDA’ya spor siispansiyonu
halinde inokule edilmislerdir (Sekil 3.6). Bu izolatlarin konidiyal siispansiyonlari
(10° spor/ml) 1.5 mI’lik steril-plastik santrifiij tiiplerinde, 1 ml steril distile suda bir
damla tween 20 emiilsiyonu eklenerek hazirlanmistir. Siispansiyon vortex ile
homojenize edildikten sonra 10 pl alinarak Petri kabinin kenarindan 1 cm uzakliga,

damla seklinde inokule edilmistir.
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Sekil 3.6. 1kili kiiltiir testinde agar disklerin (sol) ve spor siispansiyonunun
inokulasyonu (sag)

Patojenik ve endofitik izolatlarin gelisim hizlarma gore, yavas gelisen
izolat inokule edildikten 3-4 giin sonra, karsisina hizli gelisen izolat
yerlestirilmistir. Ayn1 hizda gelisenler Petri kabina ayni giin yerlestirilmislerdir.
Ayrica patojen izolatlarin teksel olarak inokule edildikleri Petri kaplart kontrol
olarak birakilmistir. Bu kiiltiirler 25°C sicaklik ve 12 saat aydinlik / karanlk
kosullarda en az 10-25 giin siireyle inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda iki koloni
arasinda inhibisyon zonu olugsmussa bu uzunluk milimetre cinsinden OSlgiilerek
kaydedilmis, fotograflanmig ve bariz zon olusturan izolatlar antagonist olarak
degerlendirilmistir. Ikili kiiltiir testleri tesadiif parselleri deneme desenine gore 3
tekerriirlii olarak kurulmus, her bir Petri kab1 bir tekerriir olarak kabul edilmistir.
Inhibisyon mesafelerine varyans analizi uygulanmis, ortalamalar arasindaki farklar

%5°lik hata pay1 ile LSD testine gore degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Sérvey Sonuclar: ve Hastahi@in Bolgedeki Durumu

Gaziantep’in Islahiye, Sahinbey ve Sehitkamil ilcelerinde yiiriitiilen sérvey
sonuclar1 Cizelge 4.1°de gosterilmistir. Incelenen 51 bagin tamaminda lokal
kuruma ve geriye dogru 6liim belirtilerinin var oldugu tespit edilmis, ildeki hastalik
yaygmligimmin %100, ortalama hastalik goriilme sikliginin %1.2 oraninda oldugu

bulunmustur.

Cizelge 4.1. Gaziantep baglarinda lokal kuruma ve geriye dogru 6liim hastaliginin

goriilme sikligi (%)
No iigeler Koyler Cesit Hastalik
Cikisi (%)

1 Yenikdy Dimigki 0.5
2 Yenikody Dimigki 0.9
3 Yenikdy Dimigki 1.4
4 Yenikdy Hatunparmag 0.9
5 Yenikdy Hatunparmag 0.7
6 Yenikdy Hatunparmag 1.0
7 Yenikdy Hatunparmag 2.2
8 Yenikdy Horoz Karasi 1.4
9 Yenikdy Horoz Karasi 0.9
10 Yenikdy Horoz Karasi 0.8
11 Serikanli Hatunparmagi 0.3
12 islahiye Serikanli Hatunparmag 0.5
13 Serikanli Hatunparmagi 0.8
14 Serikanl Hatunparmag 0.7
15 Serikanli Hatunparmagi 3.0
16 Serikanli Hatunparmagi 0.7
17 Serikanli Hatunparmagi 1.3
18 Serikanli Hatunparmagi 0.2
19 Serikanli Horoz Karasi 0.4
20 Serikanli Hatunparmagi 0.3
21 Serikanli Hatunparmagi 2.2
22 Serikanli Hatunparmagi 0.9
23 Serikanli Hatunparmag 1.4
24 Serikanli Hatunparmag 0.3
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Cizelge 4.2. Gaziantep baglarinda lokal kuruma ve geriye dogru 6liim hastaliginin
goriilme siklig1 (%) devamu...

; .. . Hastalik
No ligeler Koyler Cesit Cikist (%)
25 Yenikdy Hatunparmagi 0.5
26 Yenikdy Hatunparmagi 1.0
27 Yenikdy Horoz Karasi 04
28 islahiye Yenikdy Hatunparmagi 0.6
29 Yenikdy Hatunparmagi 0.3
30 Yenikdy Hatunparmagi 0.9
31 Yenikdy Hatunparmagi 15
iige ortalamasi 0.9
32 Serince Dimigki 6.7
33 Serince Dimiski 3.8
34 Serince Dimiski 0.9
35 Corekli Dokulgen 2.4
36 Corekli Urumu 3.1
37 Corekli Horoz Karasi 2.0
38 Corekli Dimigki 1.2
39 Corekli Dimigki 0.4
40 Sahinbey Corekli Dimiski 0.4
41 Corekli Dimigki 0.6
42 Corekli Dimigki 1.8
43 Corekli Dimigki 0.5
44 Serince Horoz Karasi 0.3
45 Serince Horoz Karasi 1.3
46 Serince Dimiski 0.5
47 Serince Dimiski 0.8
48 Durantas Dimigki 1.0
49 Durantas Dimigki 3.1
iige ortalamasi 1.7
50 Sehitkamil Cerityapani Dimigki 0.2
51 Cerityapani Dimigki 0.5
iige ortalamasi 0.4
Gaziantep ili ortalamasi Ort: 1.2

Baglardaki hastalik ¢ikist en diisiik 9%0.3 en yiiksek %6.7 oranlar1 arasinda
gerceklesmistir. Sehitkamil’de ortalama hastalik ¢ikis1 %0.4, Islahiye’de %0.9 ve
Sahinbey’de %1.7 olarak hesaplanmistir. Ege Bolgesi Sultani Cekirdeksiz
baglarindaki benzer bir calismada, lokal kuruma ve geriye dogru oliim belirtisi

gosteren asmalar %4.2’lik oranla en yiiksek Menemen ilgesinde goriilmiis, bu
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belirtilerin bolgedeki ortalamasi %2.5 olarak hesaplanmistir. Danaci ve ark. (2016)
tarafindan Adana ve Mersin baglarinda yapilmig bir 6n ¢alismada, lokal kuruma ve
geriye dogru oOliim belirtilerinin %3.2, Esca sendromyla iligkili ¢izgili yaprak
nekrozunun %31.4 ve apopleksi belirtisinin ise %0.8 oraninda gorildigi
bildirilmistir. Her iki bolgede de saptanan oranlar Gaziantep iline gore daha

yiiksektir.

4.2. Fungal izolasyon Sonugclar1 ve Elde Edilen Tiirler

Nekrotik dokulardan yapilan fungal izolasyonlarin degerlendirilmesi 20
glin sonra yapilmis, Crous ve Gams (2000); Barnett ve Hunter (2003); Mostert ve
ark., (2016); Lawrence ve Travadon (2018) ve Zhang ve ark., (2021)’te belirtilen
hususlara gore izolatlarin klasik tanis1 tamamlanmistir. Gaziantep ilindeki baglarda
Botryosphaeriaceae tiirleriyle birlikte asma govde hastaliklariyla iliskili diger
tirlere de rastlanmistir. Sorvey yapilan tiim baglarda, cins diizeyinde yapilan

sayimlarin ortalamasina gore elde edilen sonuglar Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Gaziantep baglarinda asma govde hastaliklariyla iligkili funguslar,
yayginliklar1 ve izole edilme oranlar1 (yayginlik oranlarina gore

siralanmustir)
Rastlanan  Yayginlik izole Edilme
Cins ve Tarler Bag Sayisi (%) Orani (%)
Phaeoacremonium sp. 20 39.2 9.5
Seimatosporium sp. 18 35.3 10.1
Botryosphaeriacaeae 14 27.5 26.5
Diatrype stigma 3 5.9 51.7
Diaporthe ampelina 2 3.9 15.3
Neoscytalidium sp. 2 3.9 69.4
Phaeomoniella chlamydospora 2 3.9 4.1
Cytospora sp. 1 1.9 2.0
Eutypa lata 1 1.9 4.1
Macrophomina phaseolina 1 1.9 100.0
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Petri hastaligi ve Esca sendromu etmenlerinden Phaeoacremonium
%39.2°1ik oranla en yaygin cins olarak bulunurken, bunu %35.3 ve %27.5 ile
Seimatosporium ve Botryosphaeriaceae familyasi tiirleri takip etmistir. Bunlardan
baska Cytospora, Diaporthe, Diatrype, Eutypa, Macrophomina, Neoscytalidium ve
Phaeomoniella cinsi funguslarin ildeki yayginligi %1.9-5.9 arasinda degisim
gostermistir.  Sorvey yapilan 51 bagin 20’sinde Phaeoacremonium, 18’inde
Seimatosporium ve 14’tinde Botryosphaeriaceae cinsi funguslara rastlanmis, bu
cinslerin bolgedeki en yaygin cinsler olduklart belirlenmistir (Cizelge 4.2).
Phaeoacremonium tiirlerinin yaygimligi %39.2 olarak hesaplansa da bunlar ancak
%29.5’lik bir oranla izole edilebilmislerdir. Yine M. phaseolina’nin izole edilme
orani ¢ok yiiksek olmasma (%100) karsin Gaziantep’in sadece bir baginda
saptanabilmistir.

Benzer sekilde Gaziantep bag alanlarindan izole edilen endofitik funguslar,
bunlarin izole edilme oranlar1 ve yaygmliklar: Cizelge 4.3’te gosterilmistir. Ildeki
bag alanlarindaki fungal endofit cesitliliginin zengin oldugu saptanmis ve
asmalardan Acremonium, Alternaria, Arthrinium, Aspergillus, Aureobasidium,
Coniothyrium, Curvularia, Entoleuca, Epicoccum, Fusarium, Nigrospora,
Penicillium, Phoma, Quambalaria, ve Sordaria tiirleri izole edilmistir. Bu
funguslar igerisinde Penicillium, AspergillusAlternaria, Cladosporium ve
Aureobasidium tiirleri sirastyla %92.2, %66.6, %64.7 ve %50.9’luk oranla en sik
rastlanan endofitik tilirler olmustur. Geri kalan tiirlerin ildeki yayginligi %50 nin
altinda kalmigtir. En yaygin durumdaki Penicillium tiirlerinin ortalama izole edilme
orani %28.6 olarak hesaplanmustir (Cizelge 4.3). Gaziantep’teki fungal endofitlerin

yayginligi ile izole edilme oranlarinin birbiriyle paralel seyrettigi sdylenebilir.
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Cizelge 4.4. Gaziantep baglarindaki endofitik funguslar, yaygimliklar1 ve izole
edilme oranlan (yayginlik oranlarina gore siralanmistir)

Fungal izole edilen Yayginlik izole Edilme

Cinsler Bag Sayisi (%) Orani (%)
Penicillium 47 92.2 28.6
Aspergillus 35 66.6 23.2
Alternaria 33 64.7 10.9
Aureobasidium 26 50.9 8.6
Cladosporium 26 50.9 5.9
Acremonium 25 49.0 8.4
Quambalaria 19 37.3 9.8
Phoma 10 19.6 8.4
Fusarium 7 13.7 7.3
Entoleuca 6 11.8 7.5
Epicoccum 1 1.9 2.0
Sordaria 1 1.9 4.1

Ege Bolgesi’nde yapilan bir ¢aligmada Sultani Cekirdeksiz asmalarindaki
nekrotik dokularda en sik izole edilen patojen cins Diaporthe (=Phomopsis)
olmustur (Akgil ve ark., 2015). Ancak Gaziantep’te asma govde hastaliklartyla
iliskili patojenlerden Phaeoacremonium tiirleri daha yaygin durumda olup, bu
bolge icin basat durumda oldugu soylenebilir. Tarsus’ta yapilan bir ¢alismada ise
Botryosphaeriaceae tiirlerinin en sik izole edilen funguslar oldugu saptanmistir
(Guler ve Akgiil, 2020). Avustralya’nin giiney ve giineydogusundaki toplam 91
bagda yiiriitiilen bir sérvey calismasinda Botryosphaeria Geriye Oliim Hastaligi’nin
yaygiligr %98 olarak bulunmustur. Laboratuvar ¢alismalarinda Diplodia seriata,
Diplodia mutila, Lasiodiplodia theobromae, Neofusicoccum  parvum,
Neofusicoccum australe, Botryosphaeria dothidea, Dothiorella viticola ve
Dothiorella iberica tiirleri elde edilirken, bolgedeki kurumalarin agirlikli olarak
Botryosphaericaeae tiirlerinden kaynaklandigi belirlenmistir (Pitt ve ark., 2010).

Gaziantep’ten izole edilen asma govde hastaliklariyla iligkili tiirlerin ve
endofitik funguslarm molekiiler tanist NCBI-BLAST analiziyle dogrulanmis ve
izolatlarin Gen Bankasi’na kaydi yapilmigtir (Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5). Fungal
izolatlardan Biscogniauxia mediterranea (CUZF3HIK), Cytospora ribis
(CUZF4HIK), Diplodia sapinea (CUZF12HIK) ve Macrophomina phaseolina

27



4. BULGULAR VE TARTISMA Halil Ibrahim KARA

(CUZF16HIK) tiirlerine simdiye kadar Tiirkiye baglarinda rastlanmamis olup,
Tirkiye fungal florasi i¢in yeni bir kayit niteligindedir. Diplodia seriata,
Botryosphaeria dothidea, Lasiodiplodia pseudotheobromae ve Neoscytalidium
dimidiatum tiirlerinin Tiirkiye’deki varliklar1 daha 6nceki ¢alismalarda saptanmistir
(Akgiil ve ark., 2014; Giiler ve Akgiil, 2020; Oksal ve ark., 2019). Diatrypaceae
familyasindan Diatrype stigma, Pestalotioid tiirlerden Seimatosporium vitis, S.
vitifusiforme ve Dothideomycetes sinifindan Kalmusia variispora tiirleri daha 6nce
Tarsus, Manisa ve Tokat yoresi bag alanlarinda saptanmustir (Akgiil ve ark., 2021a
ve 2021b). Bu calismadan elde edilen sonuglar Gaziantep bag alanlarinda
buldugumuz sonuglara benzerlik gostermektedir. Mohammadi ve ark., (2013)
[ran’in farkli bélgelerinde, nekrotik dokulardan 15 Diplodia seriata ve 12
Neofusicoccum parvum izolati elde edilmistir. Bunlardan baska ayni asmalardan
Phaeomoniella chlamydospora ve Phaeoacremonium aleophilum tiirleri de
saptanmustir. Gaziantep baglarinda Neofusicoccum parvum’a rastlanmamis olmast

Avustralya ve iran’da yapilmis ¢calismalardan farklilik gostermektedir.
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Cizelge 4.5. Gaziantep baglarinda asma govde hastaliklariyla iliskili patojenik funguslar ve GenBank kayit numaralarn

GenBank Erisim Numaralari

izolat Kodu Tir Adi izole edildigi yer Asma cesidi

ITS EFl-a LSU BT
CUZFO1HIK Diaporthe ampelina Serikanli, Islahiye Horozkarasi OM980241 ONO032499 - -
CUZFO02HIK Diaporthe ampelina Hatunparmadi  OM980242 ONO032500 - -
CUZFO3HIK Biscogniauxia mediterranea Serince, Sahinbey Dimigki OM980243 ONO032501 - -
CUZFO4HIK  Cytospora ribis Corekli, Sahinbey Dimigki OM980244 - -
CUZFO5HIK  Neoscytalidium dimidiatum Serince, Sahinbey Horozkarasi OM980245 ONO032502 - -
CUZFO06HIK  Neoscytalidium dimidiatum " " OM980246 ONO032503 - -
CUZFO7HIK Diplodia seriata " " OM980247 ONO032504 - -
CUZFO08HIK Diplodia seriata Yenikdy, Islahiye Dimiski OM980248 ONO032505 - -
CUZF0O9HIK Diplodia seriata Serikanli, Islahiye Hatunparmagr  OM980249 ONO032506 - -
CUZF10HIK Diplodia seriata Yenikdy, islahiye Horozkarasi OM980250 ONO032507 - -
CUZF11HIK Botryosphaeria dothidea Serikanli, Islahiye Hatunparmag OM980251 ONO032508 - -
CUZF12HIK Diploidia sapinea Hatunparmag OM980252 ONO032509 - -
CUZF13HIK Diplodia seriata " " OM980253 ON032510 - -
CUZF14HIK Lasiodiplodia pseudotheobromae  Corekli, Sahinbey Urumu OM980254 ONO032511 - ONO054871
CUZF15HIK Neoscytalidium dimidiatum Durantas, Sahinbey Dimiski OM980255 ONO032512 - -
CUZF16HIK Macrophomina phaseolina " Hatunparmagdi  OM980256 ON032513 - -
CUZF17HIK Diplodia seriata Corekli, Sahinbey Dimigki OM980257 - - -
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Cizelge 4.4. Gaziantep baglarinda asma govde hastaliklariyla iligkili patojenik funguslar ve GenBank kayit numaralari
. . GenBank Erisim Numaralari
Izolat Kodu Tur Adi Izole edildigi yer Asma cgesidi

ITS EFl-a LSU BT
CUZF19HIK Diatrype stigma " " OM980258 - ON025569 -
CUZF20HIK Eutypa lata Yenikdy, islahiye Hatunparmagi OM980259 - - ONO054872
CUZF21HIK Eutypa lata " OM980260 - - ONO054873
CUZF31HIK Kalmusia variispora OM980261 - ONO025570 ONO054874
CUZF34HIK Seimatosporium vitifusiforme Cerityapani, $.kamil Dimigki OM980262 ONO032514 ONO025571 -
CUZF36HIK L. pseudotheobromae Yenikdy, Islahiye Horozkarasi OM980263 - - ONO054875
CUZF38HIK Kalmusia variispora Serikanli, Islahiye Hatunparmagi OM980264 - ONO025572 -
CUZF51HIK Phaeomoniella chlamydospora " " OM980265 ONO032515 - -

© CUZF52HIK Seimatosporium vitis Serikanli, Islahiye Hatunparmagi OM980266 ON032516 ONO025573 -

CUZF54HIK Phaeoacremonium minimum Serikanli, Islahiye Hatunparmagi OM980267 ON032517 - -
CUZF55HIK  Seimatosporium vitis Serikanli, Islahiye Hatunparmagi OM980268 ON032518 ON025574 -
CUZF56HIK Seimatosporium vitis OM980269 - ONO025575 -
CUZF57HK  Seimatosporium vitis Yenikdy, Islahiye OM980270 - ONO025576 -
CUZF60HK  Seimatosporium vitifusiforme Serince, Sahinbey Horozkarasi OM980271 ONO032519 ONO025577 -
CUZF63HIK Kalmusia variispora Durantag, Sahinbey Dimigki OM980272 - ONO025578 -
CUZF65HIK Seimatosporium vitis Serikanli, Islahiye OM980273 ONO032520 ONO025579 -
CUZF68HIK Seimatosporium vitis Yenikdy, Islahiye OM980274 - ONO025580 -
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Cizelge 4.6. Gaziantep baglarinda asma govde hastaliklariyla iliskili patojenik funguslar ve GenBank kayit numaralar

izolat Kodu Tar Adi Izole Edildigi _ ITS
Lokasyon Asma cesidi
CUZF24HIK  Aureobasidium pullulans Corekli, Sahinbey Dimiski OM980649
CUZF26HIK  Acremonium sclerotigenum Serikanli, islahiye Hatunparmagi OM980650
CUZF27HIK Curvularia spicifera Durantas, Sahinbey Dimiski OM980651
CUZF28HIK Fusarium acuminatum Cerityapani, Sehitkamil Dimiski OM980652
CUZF29HIK  Alternaria infectoria Yenikdy, islahiye Horozkarasi OM980653
CUZF30HIK Acremonium sclerotigenum Serikanli, islahiye Hatunparmagi OM980654
CUZF32HIK Fusarium equiseti Serikanli, islahiye Hatunparmagi OM980655
CUZF35HIK  Arthrinium sp. Cerityapani, Sehitkamil Dimigki OM980656
CUZF37HIK Nigrospora sphaerica Serikanli, islahiye Hatunparmagi OM980657
CUZF39HIK Penicillium fructuariae-cellae Yenikdy, islahiye Dimigki OM980658
CUZF40HIK  Aspergillus terreus Serikanli, islahiye Hatunparmagi OM980659
CUZF41HIK Penicillium fructuariae-cellae Yenikdy, islahiye Dimiski OM980660
CUZF42HIK Penicillium sizovae Yenikdy, Islahiye Hatunparmagi OM980661
CUZF43HIK Quambalaria cyanescens Serikanli, islahiye Hatunparmagi OM980662
CUZF44HIK  Aspergillus flavus Corekli, Sahinbey Dokilgen OM980663
CUZFA45HIK Aspergillus niger Serince, Sahinbey Dimigki OM980664
CUZF46HIK Aspergillus niger Corekli, Sahinbey Dimigki OM980665
CUZF47HIK Penicillium glabrum Yenikdy, islahiye Dimigki OM980666
CUZF48HIK Penicillium glabrum Serikanli, islahiye Hatunparmag OM980667
CUZF49HIK Coniothyrium ferrarisianum Serikanli, islahiye Hatunparmagi OM980668
CUZF50HIK Curvularia spicifera Durantas, Sahinbey Dimiski OM980669
CUZF59HIK Fusarium proliferatum Serikanli, islahiye Hatunparmagi OM980670
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Endofitik fungal florayla iliskili olarak Gaziantep’ten izole edilen tiirler,
Yagcr (2021) tarafindan saptanan Tokat ydresi tiirleriyle benzerlik gostermektedir.
Ancak Athelia bombacina, Neosetophoma clematidis, Oidiodendron cerealis,
Paraconiothrium fuckelii, Pseudogymnoascus pannorum, Penicillum communae,
Phoma tropica, Sarocaldium strictum gibi farkli tirler Gaziantep’te
bulunamamistir. Bunun, patojenlerin izole edildikleri dokularin farkli olmasindan
ve yore farkliligindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Yage1 ve ark., (2021)’nin
calismasindaki fungal endofitler dormant asma kalemlerinden elde edilmistir.
Nitekim Deyett ve Rolshausen (2020) asmadaki endofitik floranin organlara gore
degisiklik gosterdigini saptamis, yetiskin bir asmadaki endofit igerigin %28’inin
rizosfer florasindan gectigini bulmuslardir. Goriir ve Akgiil (2019)’iin ¢alismasinda
ise Manisa, Mersin ve Tokat’ta iiretilmis asma kalemlerindeki endofitik fungal
flora incelenmis, Acremonium spp., Aureobasidium pullulans, Alternaria alternata,
Aspergillus niger, Cladosporium cladosporoides, Penicillium spp. ve Quambalaria
cyanescens tiirleri her {i¢ ilde ortak olarak bulunan funguslar olarak 6ne ¢ikmugtir.
Gaziantep baglarinda saptanan endofit florasi da bu c¢alisma ile benzerlik
gostermektedir. Ilde ve yurdumuzda rastlanan patojenik tiirlere ait koloni resimleri
Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Biscogniauxia mediterranea (a), Cytospora ribis (b), Diatrype stigma
(c), Eutypa lata (d)’nmin PDA besi yerindeki koloni goriintiileri
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Sekil 4.1 (devami) Kalmusia variispora (e), Neoscytalidium dimidiatum (f),
Seimatosporium vitis (g), S. vitifusiformenin (h) PDA besi yerindeki
koloni goriintiileri

4.3. Patojenisite Testi Sonuclari

Fungal izolatlarin patojenisitesiyle ilgili sonuglar Sekil 4.2°de
gosterilmistir. Dokularda, uzunluklart 13.5 ile 68.2 mm arasinda degisen lezyonlar
meydana gelmistir (Sekil 4.2). Bunlardan minimum lezyon Macrophomina
phaseolina (HIK16), maksimum lezyon ise Lasiodiplodia pseudotheobromae
(HIK36) tiirleriyle gergeklesmistir. Seimatosporium ve Kalmusia tiirleri izolatlar:
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arasinda biiyiikk bir varyasyon goriilmiis, izolatlarin lezyon uzunluklari ardigik

olarak siralanmamistir.

Seimatosporium vitis HIK56 m— 18.0ab
Seimatosporium vitis HIK55 m— 34 0 of
Seimatosporium vitis HIK52  m—— 44.3gh
Seimatosporium vitifusiforme HIK60 m————————— 5 3
Seimatosporium vitifusiforme HIK34 = n—— 38 3cfq
Phaeomoniella chlamydospora HIKS1  m——— 29 3cde
Neoscytalidium dimidiatum HIK6  m— 32 3dcf
Neoscytalidium dimidiatum HIK15  m—— 41.2fgh
Macrophomina phaseolina HIK16 e 13.5ab
Lasiodiplodia theobromae HIK36 m————— 68.2]
Kalmusia variispora HIK63 m———_— 31 8def
Kalmusia variispora HIK31 m—— T, O
Eutypa lata HIK21 m—— ) 0hi
Eutypa lata HIK20 m—— 9 S i
Diploida seriata HIK8 m— 19 5ah
Diplodia seriata HIK9  m—— 37 _Sdef
Diplodia seriata HIK12  m—— 37 3cfq
Diatrype stigma HIK19 me—— 24 2hcd
Diaporthe ampe/ina HIK2 - ] 44.89h
Diaporthe ampelina HIKT = m——— /3 _Shi
Cytospora ribis HIK4  m— 20 Sabc
Botryosphaeria dothidea HIK11  m— 3/ 5of
Biscogniauxia mediterranea HIK3 m——.—_ — 48 3hi
Kontrol mm 524

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Sekil 4.2. Fungal izolatlarin Cardinal ¢esidi dormant asma kalemlerinde
olusturdugu lezyon uzunluklari (mm)

Diatrypaceae tiirlerinden Eutypa lata ve Diatrype stigma’nin viriilensligi
karsilastirlldiginda, E. lata’nin daha saldirgan oldugu tespit edilmistir. Tim
izolatlarin olusturduklart lezyon uzunluklari arasinda kontrole goére istatistiksel
farklar meydana gelmis ve bunlarin patojenisiteleri dogrulanmigtir. Buna karsin
endofitik tirler kontroldene farkli uzunlukta lezyon olusturmamis ve bunlarin
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patojen olmadiklar1 ispatlanmistir. Botryosphaeriaceae tiirlerinin saldirganligiyla
ilgili yiiriitilen caligmalarda Lasiodiplodia ve Neofusicoccum tiirlerinin en
saldirgan, Botryosphaeria ve Diplodia tiirlerinin bunlardan daha az saldirgan,
Dothiorella ve Spencermartinsia tiirlerinin ise en disiik derecede saldirgan
olduklart belirlenmistir (Urbez-Torres ve Gubler, 2009). Rolshausen ve ark.,
(2013) tarafindan yapilan patojenisite testinde ortalama lezyon uzunlugu 20 haftada
13.5 mm’ye ulasabilmistir. Bu sonug patojenisite testinde ulastigimiz sonuca gore
diisiik seviyededir. Ancak bu tez ¢alismasinda iki farkli Neoscytalidium dimidiatum
izolatinin olusturdugu lezyonlar 12 haftada 32.3 ve 41.2 mm’ye ulasmis ve bu siire
icin oldukca saldirgan oldugu saptanmistir. Funguslarin farkli iilkeler ve farkli
habitatlardaki viriilensligi farklilik gosterebilir. Ayrica patojenisite testinin
yiiriitiildiigii kosullar ve asma cesitlerinin duyarliliklar: birbirinden farkli olabilir.
Bu gibi nedenlerle lezyon uzunluklar1 arasindaki varyasyonlarin goriilmesi dogal
bir durumdur. Benzer sekilde bu c¢alismadaki Seimatosporium tiirlerinin
viriilenslikleri arasinda 6nemli varyasyon goriilmiistiir. Lawrence ve Travadon
(2018)’un  Seimatosporium  izolatlarinin  viriilensliklerini  karsilagtirdiklar
calismalarinda, matkapla spor siispansiyonu teknigi ile Pinot Noir ¢esidinde 11
aylik inkiibasyon sonucu, bu tiirlerin 8 ila 13 mm’lik lezyon olusturduklarini
bulmusglardir. Calismada kullandigimiz inokulasyon yontemi ve fidanlarin
yetistirildigi kosullarin farkliligindan dolayr Lawrence ve Travadon (2018)’un

izolatlarina gore farklilik gosterdigi diigiiniilmektedir.

4.4, Tkili Kiiltiir Testleriyle Fungal izolatlarin Antagonistik Etkilesimleri
Gaziantep baglarindan izole edilen fungal endofitlerle patojenik funguslar
arasindaki etkilesim Cizelge 4.6’da gosterilmistir. Endofitik tiirlerden bazilari
patojen funguslarin gelisimini hicbir sekilde inhibe edemezken, baz tiirler patojen
funguslar1 agik¢a engellemistir. Denemeye alinan 8 izolat igerisinde bir izolat
(HIK39), uzunluklar1 22.67 mm’ye varan engelleme zonu meydana getirmistir.

Miseliyal gelisimi engellemede en giiclii etkiyi Penicillium fructuariae-cellae, en
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zaylf etkiyi Quambalaria cyanescens gostermistir. Denemedeki 16 patojenik
izolattan 13’4 (%81.2), P. fructuariae-cellae tarafindan en az 3.33 mm’lik
engelleme mesafesiyle durdurulmustur. Bunun yaninda  Biscogniauxia
mediterranea, Cytospora ribis, Diplodia seriata, Lasiodiplodia theobromae,
Macrophomina phaseolina ve Neoscytalidium dimidiatum gibi hizli gelisen tiirler
ise en az 10 mm’lik zon mesafesiyle engellenmislerdir. Buna karsin en etkili tiir
olan P. fructuariae-cellae, Diatrype stigma, Kalmusia variispora ve
Phaeoacremonium minimum gibi patojenlerin biiyiimesini hicbir sekilde
engelleyememistir. Denemedeki diger endofitik funguslar P. fructuariae-cellae
tiirli kadar etkili olamamis, engelleme mesafeleri en fazla 8§ mm’ye ulasabilmistir.
Endofitik izolatlardaki etkililik, engelleme mesafelerinin ortalamasi alinarak
degerlendirildiginde, P. fructuariae-cellae 9.04 mm’lik ortalama ile en timitvar tiir
olarak one ¢ikmistir (Sekil 4.3). Bu tiirii takip eden Aspergillus terreus’un ortalama

engelleme mesafesi ise 3.1 mm olarak hesaplanmustir.

37



8¢

Cizelge 4.7. PDA besi yerinde patojen ve endofitler arasinda, 15 giinliik inkiibasyonla olusan engelleme mesafeleri (mm)

Endofitik izolatlar

Patojenik izolatlar Af An Ap At Pfc Pg Ps Qc
(HiK44) (HIK46) (HIK25) (HiIK40) (HiK39) (HiK47) (HiK42) (HIK30)

Biscogniauxia mediterranea (HIK3) 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 22.67h 0.0a 0.0a 0.0a
Botryosphaeria dothidea (HIK11) 233c 267bc 2.0cd 30bcd 7.67bcd 20c 2.33¢c 0.0a
Cytospora ribis (HIK4) 6.33d 2.0b 3.33e 3.67cd 11.67def 2.0c 6.33d 0.0a
Diaporthe ampelina (HIK1) 30c 233bc 367e 433de 467b 4.67e 3.0c 00a
Diatrype stigma (HIK19) 00a 0.0a 00a 2.0 bc 0.0a 0.0a 0.0a 00a
Diplodia seriata (HIK12) 30c 40de 40e 6.33f 15.0 fg 20c 3.0c 00a
Diplodia seriata (HIK7 ) 0.0a 3.0cd 00a 167ab 10.0de 0.0a 00a 0.0a
Eutypa lata (HIK21) 2.0 bc 3.0cd 0.0a 6.0ef 7.33bcd 467e 20bc 0.0a
Kalmusia variispora (HIK31) 2.0 bc 0.0a 0.0a 2.0 bc 0.0a 20c 2.0 bc 0.0a
Lasiodiplodia pseudotheobromae (HiIK14) 0.0 a 0.0a 0.0a 20bc 1867gh 0.0a 0.0a 0.0a
Macrophomina phaseolina (HIK16) 00a 333cd 0.0a 4.67def 1433ef 0.0a 0.0a 0.0a
Neoscytalidium dimidiatum (HIK5) 30c 50e 1.0b 00a 15.0 fg 00a 3.0c 00a
Phaeoacremonium minimum (HIK54) 1.0ab 13ab 233d 2.0hbc 00a 133b 1l.0ab 00a
Phaeomoniella chlamydospora (HIK51) 00a 00a 133bc 3.33bcd 3.33ab 0.0a 00a 0.0a
Seimatosporium vitifusiforme (HIK60) 6.0d 267bc 5.0f 40d 9.33cd 3.33d 6.0d 5.67c
Seimatosporium vitis (HIK52) 80e 50e 3.67e 4.67def 5.0bc 7.0f 8.0e 433b
Ortalama  2.15 2.94 1.65 3.1 9.04 1.81 2.29 0.63

*Situnlar icerisinde farkli harf iceren ortalamalar LSD (0.05) testine gore istatistiksel olarak farklidir. Af: Aspergillus flavus, An: Asp.
niger, Ap: Aureobasidium pullulans, At: Asp. terreus, Bm: Biscogniauxia mediterranea, Bd: Botryosphaeria dothidea, Cr: Cytospora
ribis, Da: Diaporthe ampelina, Dst: Diplodia seriata, El: Eutypa lata, Kv: Kalmusia variispora, Lps: Lasiodiplodia
pseudotheobromae, Mp: Moacrophomina phaseolina, Nd: Neoscytalidium dimidiatum, Pmn: Phaeoacremonium minimum, Pc:
Phaeomoniella chlamydospora, Pfc: Penicillium fructuariae-cellae, Pg: Pen. glabrum, Ps: Pen.sizovae, Qc: Quambalaria cyanescens,
Svf: Seimatosporium vitifusiforme, Sv: Seimatosporium vitis
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Quambalaria cyanescens HIK30 M 0.63
Aureobasdium pullulans HIK25 I 1.65
Penicillium glabrum HiK47 I 1.81
Aspergillus flavus HiIK44 I 2.15
Penicillium sizovae HIK42 IR 2.29
Aspergillus niger HIK46 I 2.9/
Aspergillus terreus HIK40 I 3.1
Penicillium fructuaria-cellae HIK39 I © .04

0 5 10
Engelleme mesafesi (mm)

Sekil 4.3. Endofitlerle asma govde patojenleri arasindaki ortalama engelleme
mesafeleri (mm)

P. fructuariae-cellae’nin ikili kiiltiirdeki baskilayici etkisi ¢ogu tiirde
devam etmis ancak Biscogniauxia mediterranea’nin hifleri 28 giin sonra zayif bir
sekilde biiyiimeye devam etmistir (Sekil 4).

Almeida ve ark., (2020) Portekiz’in Alentejo Bolgesi’ndeki baglardan izole
ettikleri fungal endofitleri, asma govde hastaliklariyla iliskili tiirlere karsi in
vitro’da denemislerdir. Ikili kiiltiir ¢alismalarinda Aspergillus niger, Fusarium
oxysporum, Clonostachys rosea, Epicoccum nigrum, Trichoderma ve Penicillium
tiirleri patojenik funguslart %30.7-62.6 arasinda degisen oranlarda engellemistir.
Blundell ve ark., (2021) Kaliforniya Davis’teki bir bagda hem saglikli hem de asma
govde hastaliklariin belirtilerini gosteren omcalarin 6z suyundaki bakteriyel ve
fungal floray1 incelemisler, endofitik antagonistlerin inhibe edici etkileri hem ikili
kiiltir hem de ugucu antibiyotik testleriyle arastirilmistir. Fungal endofitlerden
Aureobasidium pullulans 'm ¢ogu izolat1 etkisiz bulunmustur. Ancak bu tiiriin iki
izolat1 Neofusicoccum parvum, Eutypa lata ve Diaporthe ampelina’nin gelisimine

antagonistik 6zellik gostermezken, Diplodia seriata’y1 inhibe etmistir. Bu sonuglar,
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elde ettigimiz sonuglarla birebir aym1 olmasa da, farkli bolgelerde degisik
patojenler ve antagonistler bulunabilecegi ve etki bakimindan aymi tiiriin
izolatlarinda dahi farklilik goriilebilecegini dogrulamaktadir. Mevcut g¢alismada
Penicillium fructuariae-cellae tiirii, Dimigki ¢esidi asmalarin govdelerinden izole
edilmis ve ilging bir sekilde c¢ogu patojen fungusa etkili bulunmustur. Oysa
Lorenzini ve ark., (2019) bu tiirii porsiimiis tiziim salkimlarindan izole etmis ve
bunu salkim c¢iirtikliigii patojenlerine dahil ederek detayli tanisini yapmislardir. P.
fructuariae-cellae tiiriniin daha detayli bir sekilde incelenmesine ihtiyag

bulunmaktadir.
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Sekil 4.4. Penicillum fructuariae-cellae’nin bazi patojenlerin koloni gelisimini
engellemesi; a) Biscogniauxia mediterranea, b) Cytospora ribis, c)
Diplodia seriata, d) Neoscytalidium dimidiatum, e) Lasiodiplodia
pseudotheobromae, f) Macrophomina phaseolina
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5. SONUC VE ONERILER

Bu caligma ile Gaziantep ili baglarinda Botryosphaeriaceae familyasi
iiyeleri ve diger fungal gbvde patojenlerinin olduke¢a yaygin olduklari bulunmustur.
Baglardaki hastalik belirtisi gosteren omcalarin ortalama siklig1 %1.2 gibi diisiik
bir oranda olsa da, bdlgenin fungal patojenlerce zengin oldugu ortaya konulmustur.
Bolgede saptanan patojenlerden Seimatosporium tiirleri, Kalmusia variispora ve
Biscogniauxia mediterranea’nin varlhigi ilk kez bu tez ¢alismasiyla ortaya ¢ikmistir.
Gaziantep baglarindaki endofitik floranin da olduk¢a zengin oldugu belirlenmistir.
Bu bulgu baglarin yas ortalamasinin yiliksek olmastyla iliskilendirilmistir.
Asmalardan izole edilen endofitik funguslardan Aspergillus ve Penicillium
tiirlerinden bazilarinin antagonistik 6zellik gosterdigi bulunmustur. Ozellikle
Penicillium fructuariae-cellae’nin in vitro antagonistik 6zelligi kayda deger
niteliktedir. Gelecek ¢alismalarda P. fructuariae-cellae’nin sera ve bag
kosullarindaki antagonistik performansinin ve budama yaralarindaki tutunabilme
olanaklarinin incelenmesi gerekmektedir. Bundan bagka Penicillium ve Aspergillus
tiirlerinin  antagonistik 0zellikleri daha detayli bir gekilde arastirilmalidir.
Ulagilacak sonuglara gore, bu tiiriin bagcilikta ekonomik kayiplar sonuglayan

patojenlerin biyolojik miicadelesinde kullanilabilmesi miimkiin olabilecektir.
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