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OZET

EGE BOLGESINDEKI BAGLARDA PETRI VE KAV
HASTALIGINA NEDEN OLAN FUNGAL ETMENLERIN
MOLEKULER YONTEMLERLE SAPTANMASI
VE MUCADELESI UZERINE ARASTIRMALAR

POYRAZ, Dilek

Doktora Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Ersin ONOGUR
Eylul 2012, 101 sayfa

Bu calisma, Ege Bolgesi Manisa, Denizli ve Izmir illerindeki fidanliklar ile
tiretici baglarinda Kav ve Petri hastaliklarina yol agan fungal etmenleri klasik
izolasyon ve molekiiler yontemler yardimiyla saptamak, bu etmenlerin kompleks
hastalik tablosundaki rollerini belirlemek, Petri hastaligina yol agan etmenlerin
kaynagimi arastirmak, bu hastaliklarin savasiminda sicak su uygulamasinin
etmenlerin in vitro miseliyal gelisimine ve bulasik asma ¢eliklerini etmenlerden
arindirma iizerine etkisini saptamak amaciyla planlanmis ve 2009-2012 yillar

arasinda yiriitilmustiir.

Calisma, asma fidanliklarindan, geng ve yasli baglardan alinan orneklere
dayali olarak yiritilmiis, fidanliklarda Petri hastalifina neden olan
Phaeoacremonium oleophilum (Pm) ve Phaeomoniella chlamydospora (Pcl)
etmenleri saptanmistir. Geng asmalarda agirlikli olarak Petri hastaliginin etmenleri
Pm, Pcl ve ek olarak Kav hastaligi etmeni Fomitiporia mediterrenea (Fom)
saptanirken, yasli asmalarda agirhikli olarak Fom ve yaninda Pm ve Pcl

etmenlerinin varligi belirlenmistir.

Bu etmenlerin tanis1 morfolojik 06zelliklerine goére ve PCR yontemi
yardimiyla yapilmistir. PCR yontemi yardimiyla molekiiler tanilar; Pm icin 1TS4-
ITS5 primerleri ile yapilmis ve 610 bp uzunlugunda bant elde edilmis, Pcl igin
Pcl1-Pcl2 primerleri kullanilmis ve 325 bp uzunlugunda bant elde edilmis, Fom
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icin ise ITS4-ITSS primerleri kullanilmis ve 740 bp uzunlugunda bant elde

edilmistir.

Asma fidanlarmin Pm ve Pcl ile bulasik olmasi bu fidanliklardan temin
edilen iiretim materyalinin Petri hastaliginin yayilmasindan sorumlu oldugunu
gostermistir. Bu nedenle ¢aligmanin ikinci evresinde sicak su uygulamasinin temiz
uretim materyali elde etmedeki yarar1 arastirilmistir. Bu baglamda dnce sicak su
uygulamasinin etmenlerin in vitro miseliyal gelisimine etkisi incelenmis ve
sicaklik-siire kombinasyonlarinda etmenlerin gelisme esikleri belirlenmistir. Bu
kombinasyonlarin bulasik asma ¢eliklerinin gelismesine ve gelikleri etmenlerden
arindirma etkisine bakildiginda, bazi kombinasyonlarda kontrole gére uygulama
yapilmis ¢eliklerde etmenlerin bulunma orani1 daha diisiik olmus, ancak celiklerin

gelisiminde gerileme saptanmustir.

Anahtar Sozcukler: Asma, Vitis vinifera, Petri hastaligi, Kav hastaligi,
klasik ve molekiiler tani, Phaeoacremonium oleophilum, Phaeomoniella

chlamydospora, Fomitiporia mediterrenea, sicak su uygulamasi.
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ABSTRACT

A STUDY ON THE DETERMINATION OF CAUSAL FUNGAL AGENTS
OF PETRI AND ESCA DISEASES IN VINEYARDS OF AEGEAN
REGION BY MOLECULAR METHODS AND THEIR CONTROL

POYRAZ, Dilek

PhD in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Ersin ONOGUR
September 2012, 101 pages

This study was carried out between the years of 2009-2012 in order to
determine fungal agents that cause Esca and Petri diseases in grapevine nurseries
and in vineyards of Manisa, Denizli and Izmir provinces of Aegean Region, with
the help of classical and PCR techniques. It was planned to investigate the role
and share of pathogens in complex disease symptoms, to find out the source of
pathogens of Petri disease and also to observe the effect of hot water applications
on the mycelial growth of causal agents in vitro and on the decontamination of

infected cuttings.

The trunk, cane and leaf samples were taken from the grapevine nurseries,
young and older vineyards. The isolations from nurseries revealed that the
presence of Phaeoacremonium oleophilum (Pm) and Phaeomoniella
chlamydospora (Pcl) as causal agents of Petri disease, based on their
morphological characteristics. The samples from young vineyards were infected
primarily with Pm, Pcl and secondly with Fomitiporia mediterrenea (Fom),
known as Esca pathogen, whereas the isolations from older vineyards indicated

firstly the presence of Fom followed with Pm and Pcl.

The diagnosis of Petri and Esca pathogens was also confirmed by using
molecular PCR method. The primers used for these diagnostics at molecular and
obtained band lengths were 610 bp for Pm ITS4-1TS5 primers; 325 bp for Pcl
Pcl1-Pcl2 primers and 740 bp for Fom ITS4-1TS5 primers.
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The infection of vine samples with Pm and Pcl has indicated that the
propagation material obtained from such nurseries might be responsible for the
spread of Petri disease in the region. Therefore, in the second phase of the study,
the benefit of hot water application in obtaining healthy grafting material was
investigated. In this context, firstly in vitro effect of the hot water application on
mycelial growth of the pathogens was examined and thresholds for the
development on agar in combinations of temperature-time were determined. As
the decontamination effect of hot water treatment in temperature-time
combinations on vine cuttings studied, it was found that, the rate of presence of
the pathogens in cuttings in some combinations were lower as compare to the
control, however growth of hot water treated cuttings in pots were negatively
effected.

Key words: Grapevine, Vitis vinifera, Petri disease, Esca, classical and
molecular  diagnosis, = Phaeoacremonium  oleophilum,  Phaeomoniella

chlamydospora, Fomitiporia mediterrenea, hot water treatment.
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1. GIRIS

Tiirkiye, bagcilik ig¢in diinyanin en elverisli iklim kosullarina sahip
ulkelerinden birisidir. Asmanin (Vitis vinifera L.) gen merkezi olmasinin yani sira
cok eski tarihlere dayanan bir bagcilik kiiltiiriine sahip olan Anadolu bagciliginin
kokeni M.O. 2300 yillarina dayanmaktadir.

Uzim igerdigi yiiksek sekerden dolayi, kalori degeri yiiksek bir besin
maddesidir. Ayrica mineral maddelerden kalsiyum, potasyum, sodyum ve demir
yoniinden zengin oldugu gibi, bazi vitaminler (A, B1l, B2, Niacin ve C
vitaminleri) yoniinden de énemli bir kaynak olarak kabul edilmektedir. Uziim yas
olarak sofralik iiretiminin yani sira, sarap, sirke, pekmez, kurutularak kek ve
pastalarin igerisinde, gerez olarak cesitli sekillerde degerlendirilmektedir (Celik
vd., 1998).

Tiirkiye Istatistik Kurumunun 2010 verilerine gére iilkemiz, diinya tlkeleri
arasinda, bag alani1 yoniinden 4.sirada (477.786 ha), Gzim Uretimi yoniinden ise 6.
(4.255.000 ton) siradadir. Uretilen 4.255.000 ton iiziimiin yaklasik %401
sofralik cekirdekli Gzim, %13’0nl sofralik ¢ekirdeksiz Uzlm, %26’si
cekirdeksiz kuru uzim, %10’unu gekirdekli kuru tzim ve %11’ini saraplik Gzum
olusturmaktadir. Ulkemiz dinyada en biyik cekirdeksiz kuru Gzim (reticisi ve
ithracatcist konumundadir. Diinyadaki ¢ekirdeksiz kuru iiziim ihracatinin % 40-
45’ini gerceklestiren Tiirkiye {iziim ihracat1 ile iilke ekonomisi i¢in dnemli bir

gelir kaynagini olugturmaktadir.

Uziim iiretimi bakimindan iilkemiz bdlgelere gore degerlendirildiginde ise,
gerek alan (1.392.082 da), gerekse iiretim (1.952.356 ton) agisindan Ege Bdlgesi
ilk sirada yer almaktadir. illere gore degerlendirildiginde ise, Cizelge 1.1°de
goriildiigii gibi hem alan (715.895 da) hem de Gzim dretimi (1.372.571 ton)
yoniinden Manisa ilk sirada yer almaktadir (TUIK, 2010).



Gizelge 1.1 2010 y1li illere gére Ege Bolgesi’ndeki {iziim iiretim alanlari (da) ve iiretim miktarlari

(ton).
_ 123.260 104.230
_ 19.085 18.470
_ 445.775 381.949
_ 715.895 1.372.571
_ 14.836 8.142
_ 13.111 21.261
_ 50.468 37.175
- 1.392.082 1.952.356
_ 4.777.856 4.255.000

Onemli bir tarim {iriinii olan iiziimiin yetistirilmesinden, depolanmasina ve
islenmesinden, pazarlamasina kadar olan siirecte 6nemli sorunlar1 bulunmaktadir.
Yetistiricilik asamasinda ortaya cikan sorunlarin basinda hastalik ve zararlilar
gelmektedir. Bu hastaliklar arasinda; Killeme (Erysiphe necator Schwein.),
Mildiyd (Plasmopara viticola Berl. & De Toni.), Kursuni Kiif (Botrytis cinerea
Pers.), Oliikol (Phomopsis viticola Sacc.), Antraknoz (Elsinoe ampelina Shear.),
Kav (Stereum hirsutum Pers., Phellinus igniarius Quél., Phaeoacremonium
aleophilum W. Gams, Crous, M.J. Wingf. & Mugnai., Phaeomoniella
chlamydospora Crous & W. Gams) ve Eutypa (Eutypa lata Tul. & C. Tul)
Hastalig1 yer almaktadir (TAGEM, 2008).

“Esca” olarak da bilinen “Kav Hastaligi” Tiirkiye’de ilk defa P. Viala
tarafindan 1926 yilinda Izmir (Smyrna) baglarinda saptanmustir. Esca ozellikle
yasli baglarda sorun olan, birka¢ fungal etmenin birlikte neden oldugu bir hastalik
olarak diisiiniilmiistiir. Iyriboz (1942) tarafindan Kav hastahiginin Ege
Bolgesindeki varligi ve hastaliga Stereum hirsitum ve Phellinus (Fomes) igniarius
fungal etmenlerinin neden oldugu ilk defa kayda ge¢mistir. Daha sonra Uziimeri
(1947), yash baglarin zarar géren odun dokusunda Stereum necator, S. hirsitum,
Polyporus igniarius ve P. versicolor adli fungal etmenleri saptamistir.


http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp?strGenus=Phaeoacremonium
http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp?strGenus=Phaeomoniella

Ege Bolgesi baglarinda Kav hastaligi ile ilgili en son c¢aligma Erkan ve
Larignon (1998) tarafindan gerceklestirilmistir. S6z konusu arastirmada, Manisa
ve Izmir baglarindan Kav hastaligimn tipik belirtilerini tasiyan bitki ornekleri
toplanmis ve O6rneklerin farkli kisimlarindan yapilan izolasyonlar sonucunda elde
edilen izolatlarin tanist Fransa’da yapilmistir. Sonu¢ olarak, Kav belirtileri
gOsteren asmalardan Stereum hirsitum, Phelllinus sp., Phaeoacremonium
oleophilum ve Phaeoacremonium chlamydosporum saptanmistir. Son iki fungusun
Tirkiye’deki varligi ilk olarak bu arastirma ile ortaya konmus, ancak bu etmenler
Kav hastaligi ile iligkilendirilmis, Petri hastaligima yol agabildiklerine
deginilmemistir (Erkan, 2000). Bu yayimnin sonucu olarak, Zirai Miicadele Teknik
Talimatlarinda Kav Hastaligi’na neden olan etmenler arasinda Phaeoacremonium

oleophilum ve Phaeoacremonium chlamydosporum da yer almistir.

Italyan bitki patologu Lionello Petri tarafindan 1912 yilinda, Italya’da
yapilan ¢aligmada ise asma yapraklarinda Kav belirtilerine benzer olan asmalarin
odun dokusundan yapilan izolasyonlar sonucunda Phaeoacremonium ve
Phaeomoniella tiirlerinin varhigi saptanmistir. Bu c¢alismanin sonunda bu
etmenlerin yol a¢tig1 belirti tablosu, Kav’dan ayr1 bir hastalik olarak arastiricinin

adina izafeten, “Petri Hastalig1” altinda tarif edilmistir (Penn, 2001).

Son yillarda yurt disinda yapilan bircok ¢alismada, Phaeoacremonium ve
Phaeomoniella tirleri Kav hastaliginin tipik yaprak belirtilerine benzer belirtileri
gOsteren genc¢ asmalarin odun dokusundan izole edilmis ve bu etmenlerin yash
omcalardaki Kav hastaliginin etiolojisi i¢inde yer alip almadiklar1 arastirilmustir.
Fidanliklardan  almman  Ornekler  iizerinde  siirdiiriilen  ¢alismalarda,
Phaeoacremonium ve Phaeomoniella tdrlerinin  varligi  molekiiler tani
yontemleriyle ortaya konmus ve sonugta bu etmenlerin Kav’dan farkli olarak,
Petri hastaligina yol agtiklar1 ortaya konmustur. Bu caligmalarda, Petri
Hastaliginin fidanlikta ve bolgeler arasinda yayilmasinda bulagik ana¢ ve
celiklerin ve dolayisiyla fidanlarin biiyiik rol oynadigi saptanmistir (Scheck et al.,
1998; Stamp, 2001; Retief et al., 2006; Aroca et al., 2006; Gimenez-Jaime et al.,
2006).



Izmir ve Manisa Ticaret Borsasi, Izmir Ticaret Odasi, Ege Ihracatcilar
Birligi ve Manisa Bagcilik Arastirma Istasyonu temsilcilerinden bir komisyon
olusturularak 18.07-04.08.2011 tarihleri arasinda cekirdeksiz kuru Uzim Uretimi
yapan Manisa, Izmir ve Denizli il ve ilgelerini dolasmislardir. Sonugta “2011-
2012 Ege Bolgesi Cekirdeksiz Kuru Uzim Rekolte Tahmin Raporu”
hazirlanmistir. Bu raporda tiim bolgelerdeki baglarda Kav Hastaliginin yayilma
egiliminde oldugu, ciddi sorunlara yol actig1 ve bagin énemli hastaliklar1 arasinda

yer aldig1 belirtilmistir. Ancak bu raporlarda hastalik “Kav”’- “Petri” olarak ayirt

edilmemekte, sadece “Kav” olarak yer almaktadir.

Bornova Zirai Miicadele Arastirma Istasyonu Miidiirliigiine, 2007 yilindan
ginimuize kadar olan sire icerisinde Ege Bolgesindeki il ve ilcelerden gelen
sikayetler, 6rnekler ve arazi kontrolleri degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara
gore neredeyse tim yasli baglarda Kav hastaligi yaninda yeni tesis edilmis geng
baglarda da benzer hastalik belirtilerine mutlaka rastlanmistir. Buna paralel
olarak, daha cok 10 yasin {izerindeki baglarda sorun oldugu bilinen “Kav
Hastali§1” artik gen¢ baglarda da sikdyet konusu olmaktadir. Bu sikayetler ve
bulgular gittikge artan bir siklikla dile getirilmektedir. Sonu¢ olarak, bu iki
hastalik {izerinde ayirt edici, kapsamli bir arastirma yapma gereksinimi

dogmustur.

Ulkemizde yapilan ¢alismalar da incelendiginde, 1947-1998 yillar1 arasinda
ve 1998 yilindan ginimize kadar olan stiregte bu konu ile ilgili herhangi bir

calismanin bulunmadig: dikkati ¢ekmistir.

Kav hastaligi’nin kimyasal miicadelesi talimatlarda yer almamakta, ancak
hastaligin yayilmasini 6nlemek amaciyla alinabilecek kiiltiirel 6nlemler 6n plana
cikmaktadir (TAGEM, 2008). Petri hastaligina yonelik olarak heniiz dis iilkelerde
de kesinlesmis bir miicadele protokolu mevcut olmamakla birlikte, asma anag ve
celiklerinin sicak su ile muamelesi, biyopreparat ve fungisit uygulamalar1 yoluyla
micadele olanaklar1 arastirilmis ve elde edilen bulgularin  fidanliklarda
kullanilmasiyla yeni tesislerde 6nemli oranda basar1 saglandigi bildirilmistir
(Edwards et al., 2000; Rooney and Gubler, 2001b; Fourie and Halleen, 2006;
Gramaje et al., 2008; Gramaje et al., 2009a ve 2009b).



Turkiye’de, Ozellikle Ege Bolgesinde, Kav hastaligit yaninda Petri
hastaliginin da var oldugunu ortaya koymak ve talimatlarda bu hastalia ve
miicadelesine de yer verilmesini saglamak {lizere planlanan ve yiiriitiilen bu

calismada;

e Ege Bolgesinde bag yetistiriciliginin en ¢ok yapildigi Manisa, Denizli ve
Izmir illerindeki 6zel ve resmi fidanliklarda, Ureticiye ait gen¢ ve yash
baglarda kompleks bir belirti tablosuna sahip Petri ve Kav hastaliklarinin
varligint belirlemek, hastalik tablosuna istirak eden fungal etmenlerin
varhigint  molekiler yontemler kullanarak saptamak, boylelikle bu

etmenlerin hastalik tablosundaki rollerini ve paylarini kesinlestirmek,

e Hastaligin fidanliklardaki varligmmi saptamak ve bdylelikle bolgedeki

yayilmanin nedenini ortaya koyabilmek,

e Hastaligin savasiminda sicak su uygulamasinin etmenlerin miseliyal
gelisimine etkisini ve bulasik asma celiklerinin canliliklart ile celikleri
etmenlerden arindirma iizerine etkisini saptamak ve fidanliklarda

uygulanmasi i¢in veri elde etmek amaglanmistir.

Bu calisma, T.C. Gida Tarim ve Hayvancihik Bakanligi Tarimsal
Aragtirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii tarafindan TAGEM-BS-09/04-1/02-
12 no’lu proje olarak desteklenmis ve Bornova Zirai Miicadele Arastirma

Istasyon’unda yiiriitiilmiistiir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Kav Hastahg ile ilgili Calismalar

“Kav Hastalhigr” oOzellikle yashi baglarda sorun olan “Black measles,
Apoplexy, Esca, Folletage, White root, Esca proper, Vine decline, Sunstroke” gibi
farkli isimlerle anilmaktadir (Mugnai et al., 1999). Tiirkiye’de asmalarda odun
dokusunun kavlamasina neden olmasindan dolayr “Kav” hastalig1 adin1 almistir.
Yunancada ise “kav” anlamina gelmesinden dolay1 “Esca” olarak adlandirilmistir
(Viala, 1926). Boylece Latin ve Yunan literatiiriinde bu isimle yer almis ve biitiin

diinya bu ismi kullanmistir (Surico, 2000; Graniti, 2006).

Kav hastali@ina neden olan fungal etmenler birden fazladir. Fransa ve
Tiirkiye’de yapilan ilk caligmalarda yasli baglarda Stereum hirsitum (Ste) ve
Phellinus igniarius (Ph) etmenleri saptanmistir (Ravaz, 1898, 1909; Viala, 1926).
Daha sonra Larignon and Dubos’ un (1997) yaptig1 ¢calismayla bu hastaliga neden

olan fungal etmenlere Fomitiporia punctata (Fop) eklenmistir.

Son yapilan ¢alismalarda ise Kav hastaligina Fomitiporia mediterrenea
(Fom) fungal etmeninin tek basina neden olabildigi bildirilmistir. Bununla birlikte
Ste’ un ise bu hastalikta ¢ok kiicilik bir roliiniin oldugu da belirtilmistir. (Fischer,
2002; Fischer and Kassemeyer, 2003; Fischer, 2006; Surico, 2009; White, 2010).

S6zi edilen bu etmenlerin taksonomideki yerleri, varsa eseyli formlar1 ve

baz1 sinonimleri www.indexfungorum.org’a gore asagida verilmistir.

Etmenin adi Phellinus igniarius (L.) Quél., Enchir. fung. (Pmris): 177 (1886)
Basionym Boletus igniarius L. 1753
Eseyli formu -

Taksonomideki yeri | Hymenochaetaceae, Hymenochaetales, Incertae sedis, Agaricomycetes,
Agaricomycotina, Basidiomycota, Fungi

Sinonimi Fomes igniarius (L.) Cooke, Grevillea 14(no. 69): 18 (1885)
Polyporites igniarius (L.) Heer, 68: 42 (1866)

Pyropolyporus igniarius (L.) Murrill, Bull. Torrey bot. Club 30(2): 110
(1903))



http://www.indexfungorum.org/
http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=218237

Etmenin ad1

Stereum hirsutum (Willd.) Pers., Observ. mycol. (Lipsiae) 2: 90 (1800)
[1799]

Basionym Thelephora hirsuta Willd. 1787

Eseyli formu -

Taksonomideki Stereaceae, Russulales, Incertae sedis, Agaricomycetes,

yeri Agaricomycotina, Basidiomycota, Fungi

Sinonimi Helvella acaulis Pers., Icon. Desc. Fung. Min. Cognit. (Leipzig) 2: 20

(1800)

Stereum reflexum (Bull.) Sacc., Fl. ital. crypt., Hymeniales (Genoa)
1(15): 1148 (1916)

Thelephora hirsuta Willd., FI. berol. prodr.: 397 (1787)

Thelephora reflexa (Bull.) Lam. & DC., Fl. frang., Edn 3 (Pmris) 2: 105
(1805)

Etmenin ad1

Fomitiporia punctata (Pilat) Murrill 1947

Eseyli formu -

Taksonomideki Hymenochaetaceae, Hymenochaetales, Incertae sedis, Agaricomycetes,
yeri Agaricomycotina, Basidiomycota, Fungi

Sinonimi Fomitiporella punctata (Pilt) Teixeira, Revista Brasileira de Botanica

15(2): 126 (1992)

Phellinus punctatus Pilat, Atlas Champ. I'Europe, Polyporaceae (Praha)
3(1): 530 (1942)

Polyporus punctatus Fr., Hymenomyc. eur. (Upsaliae): 572 (1874)
Poria punctata P. Karst., Bidr. K&nn. Finl. Nat. Folk 37: 83 (1882)

Etmenin adi

Fomitiporia mediterranea M. Fisch., Mycol. Progr. 1(3): 321 (2002)

Eseyli formu

Taksonomideki yeri

Hymenochaetaceae, Hymenochaetales, Incertae sedis, Agaricomycetes,
Agaricomycotina, Basidiomycota, Fungi

Sinonimi

Kav Hastaligina neden olan etmenlerin Basidiomycota subesinde yer
almalar1 nedeniyle ayirici morfolojik tanilar1 zordur. Bu etmenlerin tanilar
molekiiler yontemler kullanarak yapilmaktadir (Fischer, 2006; Fischer and Binder,
2004; Sanchez-Torres et al., 2008; White, 2010).

Kav Hastaligina yol acan etmenlerle ilgili molekiiler caligmalar asagida

verilmistir:

Fischer and Kassemeyer’in (2003) Almanya’da yaptigr ¢alismada, Fom
etmeninin molekiiler tanisi ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak PCR ile

yapilmistir. PCR programu sirastyla; 95 °C’de 1dk; 40 dongu 95 °C’de 1dk, 50


http://www.indexfungorum.org/names/Names.asp?strGenus=Stereum
http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=163537
http://www.speciesfungorum.org/Names/SynSpecies.asp?RecordID=286493
http://www.indexfungorum.org/names/Names.asp?strGenus=Fomitiporia

°C’de 1dk ve 72°C’de 1 dk; son olarak 72 °C’de 7 dk olacak seklinde uygulanmis
ve 744 bp uzunlugunda bant elde edilmistir.

Ciccarone et al.’imnin (2004) Giiney Italya’da yaptiklar1 ¢alismada, yash
baglardan elde ettikleri Fom etmeninin molekiiler tanisim ITS4 ve ITSS
primerleri kullanilarak PCR ile yapilmigtir. PCR programi sirastyla; 95 °C’de 2dk;
35 dongii 95 °C’de 1dk, 50 °C’de 1dk ve 72 °C’de 1 dk; son olarak 72 °C’de 7 dk
olacak seklinde uygulanmis ve 726 bp bant uzunlugu ile F. robusta, 720 bp ile

Fop ve 740 bp ile Fom etmenleri tanilanmistir.

Pillotti et al.’1nin (2005) yaptig1 ¢alismada, FOm etmeninin molekiiler tanisi
ITS4 ve ITSS primerleri kullanilarak PCR ile yapilmigtir. PCR programu sirasiyla;
94 °C’de 2dk; 35 dongii 94 °C’de 1dk, 50 °C’de 45 sn ve 68 °C’de 1,25 dk; son
olarak 68 °C’de 7 dk olacak seklinde uygulanmis ve 738-744 bp uzunlugu

arasinda bant elde edilmistir.

Guglielmo et al.’nin (2007) yaptiklar1 ¢alismada, Ste icin Ste2R ve ITS3
primerleri ile (95 °C’de 5dak., 35 dongii 95 °C’de 45sn, 63 °C’de 45sn, 72 °C’de
45sn ve son olarak 72 °C’de 10 dak.) PCR programi uygulanmis ve 231-236 bp
uzunlugunda bant elde edilmistir. Ph icin Hyme2R ve F115 primerleri ile
(95°C’de 5dak, 35 dongili 95 °C’de 45sn, 55 °C’de 45sn,72 °C’de 45sn ve son
olarak 72 °C’de 10 dak) PCR programi uygulanmis ve 111 bp uzunlugunda bant

elde edilmistir.

Sanchez-Torres et al.’inin (2008) yaptiklar1 ¢aligmada, Fom ve Ste’un
molekiiler tanis1 ITS 1 ve ITS4 primerleri kullanilarak PCR ile yapilmistir. PCR
programu sirasiyla; 94°C’de 5dk, 30 dongii 94 °C’de 30sn, 52 °C’de 45sn, 72 °C’de
1dk ve son olarak 72 °C’de 10 dk olacak sekilde uygulanmis ve Fom igin 752-
750-749-740-755 bp uzunlugunda, Ste i¢in 615-618-590-615-590 bp uzunlugunda
bant elde edilmistir.

Kav hastaliginin omcanin yaprak, dane ve odun dokusunda yol actig
belirtiler asagida Ozetlenmistir (Karaca, 1965; Onogur, 1995; Pascoe, 1998;
Mugnai et al., 1999; Morton, 1999; Larignon, 1999; Feliciano et al., 2004; Surico



et al., 2006; Surico, 2001; Peros et al., 2008) Surico, 2009; White, 2010;
Kuntzmann, 2012; Lecomte et al., 2012).

Hastalik tablosunun ana nedeni patojenlerin trettikleri lakkaz ve peroksidaz
enzimlerinin asmanin odun dokusundaki lignini tahrip etmesi ve boylelikle su
iletiminin sekteye ugramasi sonucunda yesil aksamda solgunluk, gelisme geriligi
ve hatta kuruma belirtilerinin ortaya ¢ikmasidir. Belirtiler asmanin tamaminda
veya yalnizca bir kisminda goriilebilir. Hastaligin 2 belirti tipi vardir. Birincisinde
hastalik kronik seyreder ve yapraklardaki belirtilerle kendisini belli eder.
Ikincisinde ise akut bir seyir vardir ve asma aniden &liir. Buna apoplexy (inme)

ad1 verilir.

En yaygin ve tipik belirti yapraklarda goralir. Asmada Once go6zlerin
uyanmasinda bir gecikme fark edilir. Belirtiler c¢igeklenmeden sonra, yaz
aylarinda veya sonbahar baslangicinda, Once siirgliniin alt kismindaki yash
yapraklarda baglar, sonra tiim yapraklarda ortaya ¢ikar. Yapraklar dogal yesilligini
yitirir ve zamanla sararir. Yapraklarda damar aralar1 6nce sararir, daha sonra kizil
kahverengi renge doniislir. Damarlar nispeten yesil kalir. Bu yapraklar kururlar ve

vaktinden 6nce dokulirler.

Daneler uzerindeki belirtiler dane baglama ile olgunlasma arasindaki
herhangi bir zamanda, tim salkimda ya da daginik olarak tanelerin yiizeyinde
once koyu mor noktalar seklinde lekeler ortaya cikar. Daha sonra bu lekeler

birleserek tiim daneyi kaplayabilir.

Yaprak ve danelerdeki bu belirtilere etmenlerin Urettikleri toksinler
(pulluans, scytalone ve isosclerone) neden olmaktadir. Bu belirtileri sadece fungal
etmenlerin varlig1 degil, asmanin yasi, ¢esidi, liretim materyali, budama, yaralarin
korunmasi, iklim kosullari, toprak yapisi, sulama ve arazinin egimi de

etkilemektedir.

Hastalikli asmalarin gévde ve kalin dallarinin enine kesitinde, merkezin
cevresinde acik renkli yumusak dokulu hastalikli kismin, daha koyu renkli sert

dokulu bir kusakla g¢evrilmis oldugu goriliir. Yildan yila asmanin igi kavlar,
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kavlama igten disa dogru olur. Bazen ¢ok sicak yaz aylarinda adeta yildirim
carpmig gibi yapraklarin birden bire solup kurudugu, geng siirgiinlerin bunu

izledigi ve asmanin aniden 61diigii goriiliir.

Kav hastali@inin yayihisinda etmenlerin sporlarmin havaya karisip
riizgarlarla yayilarak yara yerlerinden giris yaptiklar1 diisiiniilmektedir. Ancak
epidemiyoloji ~ ¢aligmalariin  yetersizliinden  dolayr  bu  diisiince
kanitlanamamistir. Yayilimda en biiyilk faktoriin budama aletleri oldugu
belirtilmistir (Mugnai et al., 1999; Cortesi et al., 2000; Surico et al., 2000). Diger
yandan Reinsenzein et al. (2000)’ nin yaptig1 baz1 ¢alismalarda yayilimin bocek
ve diger zararlilarla olabildigi de bildirilmektedir. Edwards et al. (2001b)’1 ise kdk
ve bitki artiklarini i¢eren toprak kiimeleri yoluyla da yayilimin miimkiin oldugunu

saptamislardir.

Kav hastahi@imin miicadelesi epidemiyolojisi tam bilinmediginden zordur.
Gecmiste hastalik geleneksel ve ilkel yontemlerle 6nlenmeye caligilmistir. Hala
guinimizde kimi Akdeniz tlkelerinde bu metotlar kullanilmaktadir. Ornegin hasta
asmanin govdesini yararak araya bir tag parcasi sikistirmak gibi. Bu yontemde
govde icine giren glines 15181 ve oksijenin etmenlerin gelisimini yavaglattigi

distiniilmektedir (Rumbos and Rumbou, 2001).

Kav hastaliginin kimyasal mucadelesinde sodyum arseniyat tek etkili
kimyasal olarak kullanilmistir. Ancak bu kimyasalin kanserojenik ve toksik
oldugu saptanarak 2001 yilinda yasaklanmistir. Giinimiizde hastaligin etkili bir
kimyasal miicadelesi yoktur.

Bu nedenle kiltirel 6nlemler hastalikla miicadelede One ¢ikmaktadir.
Hastalik daha ¢ok yashi omcalarda goriildiiglinden, ¢ok yasli, verimden diigmiis
hastalikli omcalar1 sokiip geri kalan artiklar1 yakmak ve topragi birkac yil
dinlendirdikten sonra yeniden dikim yapmak o©nemli bir care olarak
onerilmektedir. Ozellikle kavli omcalarin bulundugu baglarda, hastaligin saglikli
omcalara bulasmasini onlenmek i¢in budama aletlerinin dezenfekte edilmesi,

hastalikli olan omcalardan iiretim materyali alinmamasi ve budama vb. nedenlerle
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blyuk yaralar agilmamasi, agildiysa da bu yaralarin kapatilmasi onerilmektedir
(Mugnai et al., 1999; White, 2010).

2.2. Petri Hastahg ile Tlgili Cahismalar

“Petri Hastahgr” 6zellikle geng baglarda sorun olan “Young Esca, Young
vine decline, Black goo disease, Slow dieback, Brown wood streaking” gibi farkli
isimlerle anilmaktadir (Graniti et al., 2000). Ik olarak, 1912 yilinda italyan bitki
patologu Lionello Petri tarafindan italya’da Amerikan asma anaglarinda yapilan
caligmayla fark edilen olan bu hastalia arastiricinin isminden dolayr “Petri

Hastalig1” ismi verilmistir (Chiarappa, 1999; Penn, 2001).

Petri Hastah@ina neden olan fungal etmenler; Phaeoacremonium
oleophilum (Pm), Phaeomoniella chlamydospora (Pcl) ve Phaeoacremonium spp.
(Pa)’dir (Crous et al., 1996; Mugnai et al., 1999; Crous and Gams, 2000; Graniti
et al., 2000; Stamp, 2001; Rooney-Latham et al., 2001a; Gubler et al., 2004;
Mostert et al 2005; Kakalikova et al., 2006; Romanazzi et al., 2009) olarak
bildirilmektedir. Bu etmenlerin taksonomideki yerleri, varsa eseyli formlar1 ve

baz1 sinonimleri www.indexfungorum.org’ a gore asagida verilmistir.

Etmenin adi Phaeoacremonium aleophilum W. Gams, Crous, M.J. Wingf. &
Mugnai, in Crous, Gams, Wingfield & Wyk, Mycologia 88(5): 791
(1996)

Eseyli formu Togninia minima (Tul. & C. Tul.) Berl., Icon. fung. (Abellini) 3: 9
(1900)

Taksonomideki yeri Togniniaceae, Diaporthales, Sordariomycetidae, Sordariomycetes,
Pezizomycotina, Ascomycota, Fungi

Sinonimi Calosphaeria minima Tul. & C. Tul., Select. fung. carpol. (Paris) 2:
112 (1863)
Erostella minima (Tul. & C. Tul.) Traverso, J. Mycol. 12(2): 48
(1906)
Longoa Pmniculata Curzi, Atti Ist. bot. R. Univ. Pmvia, 3 Sér. 3(3):
204 (1927)
Pleurostoma minimum (Tul. & C. Tul.) M.E. Barr, J.D. Rogers &
Y.M. Ju, Mycotaxon 48: 534 (1993)
Togninia minima (Tul. & C. Tul.) Berl., Icon. fung. (Abellini) 3: 9
(1900)
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Etmenin ad1 Phaeomoniella chlamydospora (W. Gams, Crous, M.J. Wingf. &
Mugnai) Crous & W. Gams, Phytopath. Mediterr. 39(1): 114 (2000)

Eseyli formu -

Taksonomideki yeri Herpotrichiellaceae, Chaetothyriales, Chaetothyriomycetidae,
Eurotiomycetes, Pezizomycotina, Ascomycota, Fungi

Sinonimi Phaeoacremonium chlamydosporum W. Gams, Crous, M.J. Wingf.
& Mugnai, in Crous, Gams, Wingfield & Wyk, Mycologia 88(5):
792 (1996)

Petri Hastaligina neden olan etmenlerin tanilar1 morfolojik 6zelliklerine gore
yapilabildigi gibi (Mostert et al, 2003; 2006a; 2006b) tiirler arasindaki
benzerliklerden otiirii molekiiler yontemlere de bagvurulmaktadir (Crous et al.,
1996; Groenewald et al., 2000a; Tegli et al., 2000; Retief et al., 2005; Gramaje et

al., 2009c). Petri Hastaligi ile ilgili molekiiler ¢alismalar asagida verilmistir.

Groenewald et al. (2000a), Guney Afrika ve Hollanda’daki baglardan elde
ettikleri Pcl’nin teshisi icin PCL1 ve PCL2 spesifik primerleri ile PCR (96°C’de
30sn, 30 déngl 96 °C’de 30sn, 68 °C’de 30sn, 75 °C’de 35sn ve son olarak 75
°C’de 5 dak.) sonucunda 325bp bant elde etmislerdir.

Dupont et al. (2002), Bati Arjantin’deki baglardan izole ettikleri Pa
izolatlarinin molekiiler tanistm1 ITS ve - tubulin markerlarmi kullanarak
yapmuglardir. ITS4 ve ITSS primerleri kullanilarak yapilan PCR sonucunda P.
parasiticum, P. rubrigenum ve P. inflatipes i¢in 620 bp uzunlugunda bant; Pm

icin yaklagik 610 bp uzunlugunda bant elde edilmistir.

Whiteman et al. (2002) tarafindan, Yeni Zelanda’daki fidanliklarda toprakta
Pcl’ nin varliginin belirlenmesi konusunda ¢alisma yapilmistir. Bu calismada,
farkli DNA ekstraksiyon yontemleri kullanarak Pcl ile bulasik fidanliklardan
alinan toprak orneklerinden Pcl’nin DNA’s1 izole edilmis ve Pch1-Pch2 primerleri
ile PCR’1 yapilmistir. 360bp bant ile bu patojenin fidanlik topraklarinda varligi
saptanmistir. Ancak Pcl’nin topraktaki spor yogunlugu DNA izolasyonunda

farkliliklar ortaya ¢ikarmustir.

Borie et al. (2002) tarafindan, Fransa’daki baglarda Pcl ve Pm fungal
etmenlerin popiilasyonlarinin genetik farkliligin1 ortaya ¢ikarmak amaciyla Kav
hastalig1 belirtilerini tagiyan baglardan izolatlar elde edilmistir. Her iki fungus i¢in

de RAPD metodu kullanilarak genetik yapilar1 belirlenmis ve aralarindaki genetik
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farkliliklar ortaya cikarilmistir. Bu c¢alismanin verileri, her iki fungusun da
haplotiplerinin uzun mesafelerdeki cografik alanlara dagilabildigini ve bu
izolatlarin bir haplotipinin yapilan surveyler sonucu daha fazla hastalik

olusturdugunu gostermistir.

Alves et al. (2004), Italya, Portekiz, Guney Afrika ve Fransa kokenli Pcl ve
Pm izolatlariin MSP-PCR (metilasyon spesifik PCR) ve rep-PCR (tekrarli gen
dis1 palindromik) ile tanimlama yontemlerinin diger molekller ydntemlere

alternatif bir yol gosterici ya da tamamlayici olabilecegini ortaya koymustur.

Barrie Overton et al. (2004), Petri hastaligina neden olan fungal etmenlerin
tanisi igin PCR’ 1n yani sira Real-time PCR molekiiler yonteminin hizli, giivenilir
ve etkili bir metot oldugunu belirtmisler ve Pcl ve Pm etmenlerinin tanist i¢in
Pmolf+Pmol2r ve Pmclf+Pmc2r spesifik primer ciftlerini bu metot icin dizayn

etmislerdir.

Retief et al. (2005), Giiney Afrika’daki baglardan elde ettikleri Pcl’nin
molekdler tanisin1 Pchl ve Pch2 primerleri kullanilarak PCR ile yapmiglardir.
PCR programi sirasiyla; 96°C’de 5dk, 40 déngl 94°C’de 30sn, 50 °C’de 30sn,
72°C’de 30sn ve son olarak 72 °C’de 7 dk olacak sekilde uygulanmis ve 360bp

uzunlugunda bant elde edilmistir.

Aroca and Raposa (2007), Ispanya’daki fidanliklardan elde ettikleri Pm’in
molekiiler tanisi i¢in Pm1, Pm2 ve Pm3 primerlerini sentezleyerek PCR-RFLP

metodunu kullanmislardir.

Sanchez-Torres et al. (2008), Pm ve Pcl’nin molekiiler tanisim1 ITS1 ve
ITS4 primerleri kullanilarak PCR ile yapmislardir. PCR programi sirasiyla;
94°C’de 5dk, 30 dongii 94 °C’de 30sn, 52 °C’de 45sn, 72 °C’de 1dk ve son olarak
72 °C’de 10 dk olacak sekilde uygulanmistir. Pm icin 614-617 bp uzunlugunda,
Pcl igin 524-525-524 bp uzunlugunda bant elde edilmistir.

Haleem et al. (2011), Irak’taki baglardan elde ettikleri Pm izolatlarinin

molekiiler tanisin1 Pal;F ve Pal,R primerleri kullanilarak PCR ile yapmistir. PCR
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programu sirastyla; 95°C’de 3dk, 30 dongu 95 °C’de 2dk, 64 °C’de 25sn, 72 °C’de
2dk ve son olarak 72 °C’de 10 dk olacak sekilde uygulanmis ve 400bp

uzunlugunda bant elde edilmistir.

Petri hastaliginin belirtileri gelisme geriligi ve geriye dogru 6liim seklinde
daha ¢ok gen¢ baglarda kendini gostermektedir. Yaprak ve danelerdeki belirtiler
Kav hastaliginin yaprak ve danedeki belirtilerine benzemektedir. Geng asma
fidanlarinda yaprak belirtileri ortaya ¢ikmamaktadir. Govdenin odun dokusunda
yer alan lignin, Kav etmenlerinde oldugu gibi lakkaz ve peroksidaz enzimleri ile
degil, Petri etmenlerinin Grettikleri ksilanaz enzimi ile tahrip edilmektedir. Bu
etmenlerin hifleri ksilem, parankima ve 6z hiicrelerinde yasarlar ve yayilirlar.
Konukgu-patojen interaksiyonu sonucunda olusan tylosis ksilem borularinin
siyah-kahverengi renklenmesine ve tikanmasina neden olmaktadir. Hastalikli
doku enine kesildiginde bu kisimlar siyah noktaciklar seklinde goriilmekte ve bir
birka¢ dakika i¢cinde boncuk seklinde koyu amber-siyah renkli zamk akintisi
dikkati ¢ekmektedir. Boyuna kesitler alindiginda ise tikanan ksilem borulari
cizgiler halinde siyah nekrozlar olarak gortilmektedir (Mugnai et al. 1999; Surico
2001; Penn, 2001; Foure and Hallenn, 2002; Long, 2005; Surico et al., 2006;
White 2010).

Petri hastahi@imin yayihis1 hastalikli anaglardan alinan iiretim materyalleri
ile olabilmektedir (Mugnai et al., 1999; Pascoe and Cottral, 2000; Whiting et al.,
2001; Eskalen et al., 2001a; Halleen et al., 2003; Rooney- Latham et al., 2006;
Aroca et al, 2010). Ayrica Pcl ve Pm etmenlerinin sporlart havada
bulunabilmektedir. Bununla ilgili olarak, Italya’da yilin soguk aylarinda
yagmurlardan sonra hastalikli baglarda yapilan c¢alismada, havada ve su
damlalarinda vazelinli lamlarda dagimik halde etmenlerin sporlar1 saptanmistir
(Quaglia et al., 2009). Kaliforniya’da ise yaz aylarinda Pm ile enfekteli baglarda
tiziimlerde havai sporlar ve askosporlarin varligi saptanmistir (Eskalen and
Gubler, 2001b; Eskalen et al., 2004; Rooney- Latham et al., 2004). Ayrica,
asmanin govdesinde olusan ¢atlaklarda Pcl’nin piknitleri bulunmustur. Bu
sonuglara gore, Pm ve Pcl etmenleri hava, yagmur damlaciklari ve riizgarla
yayilabilmektedir. Ozellikle bu yollarla yayilan sporlar budama yaralarindan giris
yapmaktadir (Eskalen et al., 2007b). Budamada kullanilan aletler de yayilmada
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onemli rol almaktadirlar (Edwards et al., 2001a; Gubler et al., 2004; Halleen et al.,
2003).

Petri hastaliginin miicadelesinde temel amag¢ fidanliklarda temiz iiretim
materyalleri kullanmaktir. Bu nedenle temiz liretim materyaline yonelik miicadele
yontemleri ilizerinde c¢alismalar yogunlasmistir. Bu calismalar arasinda iiretim
materyallerine sicak su uygulamasi, kimyasal ve biyolojik fungisit uygulamalar1

yer almaktadir. Bu ¢alismalar agsagida verilmistir.

Avustralya’da Petri Hastalig1 6zellikle yeni baglarda ciddi kayiplara neden
olmaktadir. Bu baglarda zayif gelisim, sagliksiz siirgiinler, geriye dogru 6liimler
ve meyve olusumunda diisiislere Pcl ve Pm etmenleri yol agmis ve geng baglarda
enfeksiyonlar1 engellemek i¢in alinacak onlemler arastirilmistir. Edwards et al.
(2000), sicak su uygulamasmnm (Hot water treatment (=HWT) 50°C 30dk)
floksera, asma kok uru ve phytoplasma hastaliklarina kars1 etkili oldugu
diisincesine dayanarak; bu uygulamanin Pcl ve Pm patojenleri icin de etkililigi
lizerine c¢alisma yapmuslardir. Sonugta, dormant haldeki ¢eliklere HWT
uygulamasinin Pcl’nin kontroliinde etkili bir yol oldugu ortaya konmus ve bu

yontem geng baglarda Petri hastaliginin gelisimini engellemistir.

Groenewald et al. (2000b), Gliney Afrika’nin farkli bolgelerindeki geng
baglardan elde ettikleri Petri hastaligi etmeni Pcl’ye kars1 in-vitro’da 12 fungisitin
etkisi iizerinde calismiglar ve fungisitlerin Pcl’ nin miseliyal gelisimini %50
engelleyen dozu (ECsy degerleri) hesaplanmistir. Fungisitlerden benomyl,
fenarimol, kresoxim-methyl, prochloraz manganase chloride ve tebuconazole’iin
bu etmene kars1 etkili ve ECsy degerlerinin 0.01 ile 0.05 ug/ml arasinda oldugu
saptanmistir. Bu calismada elde edilen veriler, bu fungisitlere karsi lokal
izolatlarin duyarli oldugunu, bununla birlikte fungisitlere kars1t patojen

dayanikliliginin gelisimini izlemek gerektigini gostermistir.

Rooney-Latham and Gubler (2001b) tarafindan Kaliforniya’da yaptiklar
calismada, 51°C 30dk sicak su uygulamasmin dormant asma celikleri iizerine
etkisi saptanmistir. Bu ¢alismada dormant dénemde alinan geliklere 6nce Pcl ve

Pm inokule edilmis daha sonra sicak su uygulanmistir. Bu uygulamadan sonra
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yapilan izolasyonlarda 51°C 30dk sicak su uygulamasin dormant geliklerdeki Pcl

ve Pm’u elemine edemedigi ortaya konmustur.

Jaspers (2001), Yeni Zelanda’daki ana¢ asmalardan elde ettigi 3 Pcl
izolatina karsi in-vitro’da kontakt veya sistemik etkilere sahip 22 fungisitin
etkinligi lizerinde ¢aligmistir. Sonug olarak sistemik fungisitlerin (cyproconazole,
bitertanol, tebuconazole, fenarimol, myclobutanil, prochloraz, benomyl,
carbendazim, thiophanate methyl, pyrimethanil ve cyprodinil/fludioxonil) bu

etmene kars1 daha etkili oldugu saptanmastir.

Crous et al. (2001) asma fidanlardaki endofit fungal etmenleri sicak su
uygulamasi ile elemine etmeyi amaglamiglardir. Anaglardan alinan 20-25 cm
uzunlugunda 1-1,5 cm c¢apindaki celiklere (50°C-30dk) sicak su uygulanmis, daha
sonra 30 dk soguk suda bekletilerek dikimleri yapilmistir. Fidanlar 6 ay sonra
koklenip laboratuvarda izolasyonlar yapilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen
veriler, bu uygulamanin diger fungal etmenleri 6nemli oranda etkilemedigi, ancak
Pcl etmeninin daha az izole edildigini gostermistir. Sonug¢ olarak, sicak su
uygulamasimin tek basma etkisinin diisiik oldugu, bu nedenle biyolojik

preparatlarla kombinasyon seklinde uygulama yapilabilecegi 6nerilmistir.

Fourie and Halleen (2004)’nin Giiney Afrika fidanliklarinda yaptiklar
calismada, dormant donemde c¢elik ya da as1 kalemlerine sicak su uygulamasinin
Pcl and Pa etmenleri {izerine etkili oldugunu, ancak sicak su uygulamasinin yine
ayni donemde biyolojik (Trichoderma) veya kimyasal (benomyl) bir preparatla

kombinasyonunun daha basarili oldugunu bulmuslardir.

Fourie and Halleen (2006) tarafindan yapilan c¢alismada, Pcl ve Pm
etmenlerinin micadelesinde sicak su uygulamasi yerine c¢elik ya da asi
kalemlerine biyolojik ve kimyasal preparatlar uygulanmistir. Trichoflow-T
(Trichoderma harzianum), Bio-sterilizer (hydrojen peroxide) ve Chinosol (8-
hydroxyquinoline sulphate) uygulamalar1 degisken sonuglar vermis, Bronocide
(alkol+su)’in ise iy1 bir sterilant oldugu goriilmis fakat saglikli bitki sayisinda
onemli oranda diistisler gbzlenmistir. Benomyl, Sporekill

(didecyldimethylammonium chloride) ve captan uygulamalar1 ise etkili sonug
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vermis, asilamada negatif bir sonu¢ olusmamis ve patojen orami ¢elik ve asi

materyallerinde azalmigtir.

Gramaje et al. (2008) tarafindan, Petri hastaliinin miicadelesinde
Ispanya’daki bag fidanliklarinda iiretim materyallerine sicak su uygulamasi
(HWT= 50°C 30dk.) yapilmis ve in-vitro’ da Pcl ve Pm izolatlarna HWT nin
yiiksek sicakliklarda etkisi arastirilmistir. Bu etmenlerin misel iceren agar diskleri
ve spor siispansiyonlar1 ependorf tiiplere aktarilarak 49, 50, 51, 52, 53 ve 54°C
sicakliklardaki suda 30, 45 ve 60 dk siirelerde bekletilmistir. Sonugta bu
patojenlerin kiiltiir ortamindaki konidial ve koloni gelisimleri artan sicakliktaki su
ve zaman kombinasyonlarinda azalmistir. Pm etmeni 54°C sicakhigi tolere
ederken, Pcl etmeni ise 53 °C sicaklig1 tolere etmistir. Buna ragmen 51-52°C’nin
Uzerindeki uygulamalarda konidiyal ¢imlenme ve miseliyal gelisimi Onemli
olgiide azaltmistir. Bu sonuglar 51 °C’ nin {izerindeki sicak su uygulamalarmin

fungal enfeksiyon oranini diisiirdiigiinii géstermektedir.

Gubler and Eskalen (2008) tarafindan Petri hastaligina neden olan Pcl ve
Pm etmenlerinin kontrolii i¢in fidanliklarda iiretim materyallerine fungisit ve sicak
su uygulamalart yapilmistir. Sonugta Cabrio, Vangard, Lime Siilfiir, Procure,
Thram, switch, Rally, Topsin M. fungisitleri ve sicak su uygulamalar1 fidanlardaki

enfeksiyonu 6nemli oranda azaltmstir.

Gramaje et al. (2009a) tarafindan baglarda Petri hastalifina neden olan
fungal etmenlerin kontroliinde bazi fungisitlerin etkilerini belirlemek amaciyla
yapilan ¢alismada, Oncelikle miseliyal gelisim ve konidiyal ¢cimlenme (izerine,
daha sonra fidanlikta fungisitleri ¢eliklere emdirme yontemiyle fungisitlerin etkisi
aragtirtlmistir. In vitro ¢alismalarda azoxystrobin, carbendazim ve tebuconazole’
un Pcl’ya karsi, carbendazim ve didecyldimethylammonium chloride’nin Pm’un
hem miseliyal gelisimi hem de konidiyal gelisimi tizerine etkili oldugu
bulunmustur. Elde edilen bu veri ile in vitro’da Pm’un fungisitlere kars1 duyarlt
oldugu ilk kez ortaya konulmustur. Fidanliklarda yapilan c¢alismada ise;
didecyldimethylammonium chloride’ in bir dezenfektan gibi asma celiklerine
emdirilmesi ¢ok iyi etki gostermistir. Carbendazim, cubiet ve hydroxyquinoline

sulphate uygulamalar1 diisiik etki gostermistir. Bunun nedeninin de celiklere
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inokulasyonda yiuksek konsantrasyonda inokulum uygulanmasi oldugu
vurgulanmigtir. Bu sonuglar asma fidanliklarinda Pcl ve Pm’un kontroliinde
iiretim materyallerine emdirme seklinde carnedazim’in Onerilebilecegini ortaya

koymustur.

Gramaje et al. (2009b) tarafindan Ispanya’da yapilan calismada, asma
fidanliklarindaki dormant asma celiklerine dnce vakum yéntemiyle Pcl ve Pm’a
ait 10° konidi/ml oranindaki spor slispansiyonu inokule edilmistir. Daha sonra 50,
51, 52, 53 ve 54 °C sicaklik 30, 45 ve 60 dk siirelerde sicak su uygulamasi
yapilmistir ve re- izolasyon ile etmenlerin varligi saptanmistir. Bu ¢alismada yiik
sek sicakliklardaki (53-54°C) uygulamalarda séz konusu etmenlerin elemine

edildigi saptanmistir.

Gramaje et al. (2010) tarafindan, Ispanya’ daki farkli lokasyonlardaki
baglardan elde edilen igerisinde Phaeoacremonium tiirlerinin de oldugu 11
izolat’a karst in-vitro’da sicak su uygulamasinin etkisi arastirilmistir.
Phaeoacremonium tiirlerinin konidiyal ¢imlenmeleri ve miseliyal gelisimleri 54
°C’de 60 dak uygulamasinda tamamen engellenmistir. Bu sonuglar séz konusu
etmenin sicak su uygulamasi ile kontroliinde sicakligin yiikseltilmesi gerektigini

ortaya koymustur.

Bu calismalar disinda; Petri hastaligi  etmenlerinin sporlarmin yara
yerlerinden giris yaparak enfeksiyona neden olmasi gerceginden hareketle
(Mutawila et al., 2011a; 2011b), yara yerlerini korumak amaciyla alternatif
maddeler, kimyasal ve biyolojik fungisitlerle denemeler yapilmistir. Bu ¢aligmalar

asagida verilmistir.

Eskalen et al.’min (2007a) Kaliforniya’da 2 farkli bolgede bagda Petri
patojenlerine (Pm ve Pcl) karsi budama yaralarimi korumayr amaglayan
calismasinda, 5 fungisit denenmistir. Bu fungisitlerden Topsin M, Biopaste,
Garrison ve Cabrio etkili olmus, Pcl etmenini sirasiyla %91, %91, %59 ve %85;

Pm etmenini ise %96, %92; %46 ve %65 oraninda kontrol etmislerdir.
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Rolshausen et al.’in (2010) Kaliforniya’da farkli bolgelerdeki 2 bagda
budama yaralarmin odun dokusu hastaliklarina kars1 korunmasi iizerine yaptiklar
calismada, 9 patojene kars1 5 fungisitin etkisi saptanmistir. Bu fungisitlerden
Cabrio EG, Garrison, Bio-paste ve Topsin M, Pcl etmenini sirasiyla %66,%63,
%385 ve %52 oraninda; Pm etmenini ise %34, %43; %59 ve %57 oraninda kontrol

etmistir.

Kotze et al.’nin (2011) Bacillus subtilis ve Trichoderma spp. biyolojik
kontrol ajanlar1 ile odun dokusu hastaliklar1 {izerine yaptiklar1 calismada, In vitro’
da budamadan hemen sonra taze budama yaralarina benomyl ve Trichoderma
preparatlar1 uygulanmais, 6 gilin sonra ise Pcl’ nin de i¢inde bulundugu 6 etmene ait
spor siispansiyonu budama yaralarina inokule edilmistir. Inokulasyondan 8 ay
sonra PDA ortamina izolasyon yapilmistir. Biyolojik kontrol ajanlarinin etkisi
benomyl’ in etkisine gore benzer ya da daha etkili olmus, Pcl’ yi ,%76 oraninda

azaltmistir.

Petri hastalifinin miicadelesinde ayrica hastalik ile bulasik asmalardan asi,
kalem ve ¢elik gibi iiretim materyalleri alinmamasi, kuruyan omcalarin sokiiliip
imha edilmesi, budamada kullanilan alet ekipmanlarin bir dezenfektana batirilarak
bir omcadan digerine gecilmesi, budama yaralariin uygun bir macunla
kapatilmasi, budama artiklari1 imha edilmesi 6nerilmektedir (Mugnai et al., 1999;

Surico et al., 2000).

Kav ve Petri Hastalig1 ile ilgili olarak, arastiricilar arasinda Esca “bir
hastalik kompleksi mi?”, yoksa “hastaliklarin kompleksi mi?” diye iki teori
lizerinde tartisilmaktadir. ilk baslarda birka¢ fungal etmenin neden oldugu ve
diger faktorlerin de bir arada olabildigi bir hastalik kompleksi olarak
diistiniilmiistiir. Ancak daha sonraki calismalarla en az iki hastaligin kompleksi
oldugu kabul edilmistir. Cilinkii bu iki hastaligin yesil aksam belirtileri
benzemekte, ancak odun dokusunda beyaz ciirtikliikk seklinde kavlama ve
kahverengi ¢izgi olmak iizere farkli 2 belirti tipi ortaya gikmaktadir. Ozellikle
yasli asmalarda Kav hastaligina neden olan etmenlerin Ste, Ph, Fop ve Fom,
ozellikle gen¢ asmalarda Petri hastaligina neden olan etmenlerin ise Pa, Pm ve

Pcl oldugu saptanmistir. Boylece “Esca” Kav ve Petri hastaliginin bir arada
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olabildigi bir hastalik kompleksi olarak kabul edilmistir (Larignon and Dubos,
1997; Graniti et al., 2000; Serra, 2000; Surico, 2001; Surico, 2009; White, 2010).
Buradan, Tiirkiye’de de “Esca” adi altinda da bilinen hastaligin Kav ve Petri
hastaliklar1 etmenlerini icerdigi ve miicadele Onlemlerinin de buna goOre

diizenlenmesi gerektigi sonucuna varilmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bitki Materyali

Ege Bolgesinde bag yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi ve Cizelge
3.1°de iiretim degerleri verilen Manisa, Denizli ve Izmir illeri calisma alan1 olarak
secildi. Bu illerdeki fidanliklardan alinan asma fidan1 Ornekleri, geng ve yaslh
asmalardan alinan bitki 6rnekleri, bu 6rneklerin resimleri ve bunlardan elde edilen

izolatlar ise ¢aligmanin ana materyalini olusturdu.

Cizelge 3.1 2010 yili Manisa, Izmir ve Denizli illeri iiziim iiretim alanlar1 (da) ve Ege Bolgesi
Uretimindeki pay1 (TUIK, 2010).

528.996 123.260 83.037
1.050 19.085 36.120
149.966 445.775 126.816
26.776 9.652 99.279
9.107 715.895 100.523
715.895 14.836 445,775
51 13.111 32

3.1.1. Fidanhklardan materyal temini

Il Gida, Tarim ve Hayvancilik Mudurliklerine kayithh olmak kosuluyla;
Cizelge 3.2°de belirtildigi gibi 4-5-6.05.2009 tarihlerinde Manisa ilinden 10
fidanlik ve Denizli ilinden 2 fidanliktan olmak iizere toplam 12 fidanliktan 6rnek
alindi. Her bir fidanliktan bolgede en ¢ok iiretimi yapilan 5 gesitten (Yuvarlak
Cekirdeksiz, Alphonse Lavaillée, Superior Seedless, Merlot ve Cabernet
Sauvignon) 10’ar tane asili tiiplii asma fidan 6rnekleri Sekil 3.1°de goriildigii gibi

alinarak laboratuvara getirildi. Bu Orneklerin enine ve boyuna kesitleri alinarak
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fotograf makinasi ile goriintiilendi. izmir ilinde fidanlik bulunamadigindan asma

fidan1 6rnegi alinamadi.

Cizelge 3.2 illere gore asma fidani 6rneklerinin alindig: fidanlik sayisi-kodlar1 ve bu fidanliklardan
alman asma gesitleri-kodlar1.

A-B- C- D- E- 1: Yuvarlak Cekirdeksiz
F-G-H-1-J 2: Alphonse Lavaillée
3: Superior Seedless

4: Merlot

0 : 5: Cabernet

2 K-L

Sekil 3.1 Fidanliklardan tiiplii asma fidan 6rneklerinin alinmasi (A) ve paketlenmesi (B).

3.1.2. Geng ve yash asmalardan materyal temini

Ege Bolgesinde en ¢ok yetistiriciligi yapilan Yuvarlak Cekirdeksiz Gzim
cesidiyle kurulmus, 10 yasindan kii¢iik (geng), 10-25 yasinda (yasli) ve biiyikligi
10 da’dan kiigiik olmayan baglardan Sekil 2’de goriildiigii gibi gévde ve
hastaligin tipik yaprak belirtilerinin goriildiigii asmalardan yaprak, ana govde ve
en az 2 yasindaki siirgiin 6rnekleri alindi. Cizelge 3.3’te belirtildigi gibi, 05-06-
07.08.2009 tarihinde Manisa ilinden 10’ar, 13-14.08.2009 tarihinde Denizli
ilinden 6’sar ve 30-31.07.2009 tarihinde izmir ilinden 4’er bagdan alinan 6rnekler
laboratuvara getirildi. Orneklerdeki yaprak belirtileri ve enine-boyuna kesitleri

alimarak odun dokusundaki belirtiler fotograf makinasi ile goriintiilendi. Bu
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ornekler izolasyon c¢alismalarinda ve daha sonra molekiiler tanilama

calismalarinda kullanmak iizere +4°C’de saklandi.

Cizelge 3.3 il ve Ilgelere gore geng ve yash asmalardan alinan &rnek sayilari.

Geng Asma Yash Asma

Alasehir
Salihli
Saruhanl
Merkez
Turgutlu

20

Sar1g6l
Buldan

Cal
Saraykdy

12

Menemen

N W NN NN DN NN PP NN DN DN
N W NN N DN NN PP NN DN DN

Kemalpasa

Sekil 3.2 Hastalik belirtisi tasiyan asmalardan yaprak, ana gévde (A) ve en az 2 yasindaki siirgiin
(B) orneklerinin alinmasi.
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3.2.METOT

3.2.1. 1Izolasyon Cahsmalan

Laboratuvara getirilen, asma fidan1 ve hastalik belirtisi tagiyan asmalarin
ana govde ve en az 2 yasindaki siirgiin orneklerinden enine ve boyuna kesitler
alindi. Bu kesitlerden belirti goriilen kisimlar1 da kapsayacak sekilde yaklasik 5
mm biiyiikliigiinde kii¢iik parcalar ¢ikarildi. Bu parcalar 6nce %70’lik etil alkol
icerisinde 30 sn, sonrasinda %3’liik kalsiyum hipoklorit i¢erisinde 15 sn bekletildi
ve steril kurutma kagitlar1 {izerinde nemi alinarak yiizey sterilasyonu yapildi. Son
olarak bu parcalar, streptomisin sulfat ilaveli (100mg/l) malt extrakt agar (MEA),
patato dextrose agar (PDA) ve rose bengal agar (RBA) iceren petrilere alinarak
20-25°C’ de karanlikta inkubasyona birakild: (Sekil 3.3). Gelisen kiiltiirler tiiplere
aktarilarak daha sonraki ¢alismalarda kullanmak iizere +4°C’de sakland1 (Erkan

ve Larignon, 1998).

Sekil 3.3 izolasyon calismalarmin evreleri; A. Yiizeysel sterilizasyon, B. PDA iceren petrilere
aktarma, C. 25°C’de karanlikta inkubasyon

3.2.2. Tamlama Cahsmalari

3.2.2.1. Morfolojik karakteristiklerine gore tanilama

Izolasyon ¢alismalar1 sonucu elde edilen fungal etmenlerin tanis1 morfolojik
ve mikroskobik ozelliklerine gore, Kaliforniya Universitesi’nden Dr. Akif Eskalen
ve Dr. Jose Ramon Urbez-Torres tarafindan gonderilen tanilanmig referans
izolatlar (Pa/A;: Phaeoacremonium oleophilum, Pc/Pcss: Phaeomoniella
chlamydospora, Fm: Fomitiporia mediterrenea) yardimiyla ve literatiirle

karsilagtirilarak yapildi. Sekil 3.4’te goriildiigli gibi elde edilen fungal izolatlarin
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mikroskobik ve morfolojik ozellikleri kaydedildi ve fotograf makinasi ile

goruntulendi.

Sekil 3.4 Morfolojik karakteristiklerine gore tanilama ¢aligmalari; A-B. Mikroskopta inceleme, C.
Koloni gelisiminin goriintiilenmesi

3.2.2.2. Molekiiler yontemlere gore tanilama

Morfolojik 0Ozellikleri gbz Oniine alinarak 6n tanist yapilmis fungal
kiiltiirlerden ve hastalik belirtisi tasiyan bitkisel materyalden fungal DNA izole
edildi. Elde edilen DNA’ lar PCR ile tanilandu.

3.2.2.2.1. Kiulturden fungal DNA izolasyonu

Fungal kilturlerin DNA izolasyonu Liu et al.’na (2000) gore yapildi.

1,5 mI’lik eppendorf tipe 500 pl lizis buffer (400 mM Tris-HCI [pH 8.0], 60
mM EDTA [pH 8.0], 150 mM NacCl, 1% sodyum dodesil silfat) eklendi. Steril
kiirdan yardimiyla PDA ortaminda gelistirilen 14 giinlik fungal miselyum
kazinarak tiipe konuldu ve pargalandi. Oda sicakliginda 10 dk bekletildi. Uzerine
150 pl potasyum asetat (pH 4,8, 60 ml i¢in, 5M potasyum asetat, 11,5 ml glasiyal
asetik asit ve 28,5 ml DW) ilave edilerek vortexlendi. >10,000 X g’de 1 dk
santrifiij edilerek tstteki sivi kisim yeni bir eppendorf tiipe aktarildi. >10,000 X
g’de 1 dk santriftij edilerek iistteki sivi kisim tekrar yeni bir eppendorf tiipe
aktarildi ve iizerine yeterli miktarda isopropanol (=2-Propanol) ilave edildi ve alt
Ust edilerek karistirildi. >10,000 X g’de 2 dak. santrifiij edilerek tistteki sivi kisim
atildi. Sonucta ortaya ¢ikan DNA pellet 300 pl 70%’lik etil alkol ile yikanarak
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tekrar 10,000 X g’de 1 dk santrifiij edilerek tstteki sivi kisim atildi. DNA pellet
kurutuldu. Elde edilen DNA 50 pl 1x Tris-EDTA ile ¢ozdurilerek -20°C’de

saklandi.

3.2.2.2.2. Bitkisel materyalden fungal DNA izolasyonu

Hastalik belirtilerini tagiyan bitki materyalinden fungal DNA izolasyonu
Retief et al.’na (2005) gore yapildi.

Bitki materyallerinden 2 cm biiyiikliigiinde kiigiik parcaciklar kesilerek,
kabuklar1 soyuldu. Bu odun dokusu pargaciklar sirasiyla; %70 etil alkolde 30 sn,
% 3,5 sodyum hipokloritte 60 sn ve %70 etil alkolde 30 sn olacak sekilde yiizey

sterilizasyonu yapildi ve daha sonra kullanilmak iizere +4°C’de saklandi.

Hazirlanan bu pargaciklar sivi azot ile muamele edilerek toz haline getirildi.
Bu ornekten 0,5 g, 2 ml’lik eppendorf tiiplere konuldu. Icerisine; 550ul CTAB
ekstraksiyon buffer (% 2 CTAB (Hexadecyltrimethylammonium bromide), 200
mM Tris, pH 7.5; 1.4 M NaCl; 20 mM EDTA(Ethylenediaminetetraacetic acid),
pH 8.0), 400ul chloroform: isoamylalcohol (24:1) ilave edilerek 1300x g 15 dk
santrifiij edildi. Ust kisimda biriken s1v1 yeni bir eppendorf tiipe aktarilarak, 50ul
7,5 M amonyum asetat soliisyonu (pH 7,0) ve 600ml soguk isopropanol ilave
edildi ve -20 °C’de 1 saat inkube edildi. Sonra 6rnekler 15800x g 10 dk santrifij
edildi. Ust kisimdaki sivi kisim atilarak icerisine 1ml soguk %70’lik etil alkol
ilave edildi ve -20 °C’de 30 dk inkube edildi. Inkubasyondan sonra 6rnekler tekrar
15800x g 5dk santrifiij edilerek iistteki sivi atildi. Geride kalan DNA kitlesi bank
tizerinde kurutularak 2 defa destile edilen 100 pl steril su icerisinde +4°C’de

saklandi.

3.2.2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR (Polymerase chain reaction) ya da polimeraz zincir reaksiyonu, kisaca
molekiiler biyolojide tiip i¢inde niikleik asitlerin uygun kosullarda ¢ogaltilmasi
amaciyla yapilmaktadir. Kiiltiirden ve bitkisel materyalden elde edilen fungal
DNA kullanilarak PCR testleri yapildi.
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PCR uygulamasinda ilk asama reaksiyon Kkarigimmin (PCR-mix)

hazirlanmasidir. Bunun i¢in 2 farkli protokol kullanildi.

a. PCR protokolu (Fermentas): PCR’1 yapilan her bir 6rnek i¢in toplam 25

ul olacak reaksiyon karisimi Cizelge 3.4’de verildigi gibi hazirlandi.

Cizelge 3.4 PCR protokol.

Her bir érnek igin

10x Taq buffer 2.5 pl
2mM dNTP mix 2.5l
Forward primer 1l
Reverse primer 1l
0.625 unit Tag DNA polymerase 0.125 pl
2 mM MgCl, 4 ul
DNA 1pl
Niclease free water 12.875 pl
Toplam 25 ul

b. PCR master Mix (2x) protokolu (Fermentas): PCR’1 yapilan her bir

ornek icin toplam 25 pl olacak reaksiyon karisimi Cizelge 3.5°de verildigi

gibi hazirlandi.

Cizelge 3.5 PCR master Mix (2x) protokold.

Her bir érnek igin

PCR Master Mix (2x) 12.5 ul
Forward primer 1l
Reverse primer 1l
DNA 1pl
Nclease free water 9,5 ul
Toplam 25 ul

PCR uygulamasinin ikinci asamasinda fungal etmenlere gore Cizelge 3.6’da

verilen primerler ile hazirlanan reaksiyon karisiminmi igeren PCR tiipleri Sekil

3.5/B’ de goriilen Thermal Cycler (Eppendorf) cihazina yerlestirildi. PCR

programlar yliklenerek reaksiyon baglatildi.
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Phaeoacremonium  oleophilum, Phaeomoniella  chlamydospora ve
Fomitiporia mediterrenea’nin molekiiler tanilamasi Cizelge 8’te verilen primerler,

PCR programlari ve referanslara gore yapildi.

Cizelge 3.6 Fungal etmenlere gore kullanilan primer ve PCR programlari.

Fungal e _ = programl

94 °C’'de 2 dk

35 dongii 94 °C'de 1 dk
58°C'de 45 sn Dupont, 2002
68°C'de 2.45dk

68°C'de 7 dk

96 °C’'de 30 sn

e Elee lo =Y ale ] Vs B [TS4 (5'- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3')
oleophilum ITS5 (5' GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3)

Retief et al.
_ 30 déngii 96°C'de 130sn o o A
Phaeomoniella Pcll (5'- TAC ATG TGA CGT CTG AAC GG -3!) 68°C'de 30 sn 2005;
chlamydospora Pcl2 (5'- AGG ACC ACC TCA GTG TAT GC-3') Groenewald
75°C'de 30 sn cal. 2000
75°C'de 5 dk el
94 °C'de 2 dk

35 dongli 94 °C'de 1 dk Pilott1 et al.,
50°C'de 45 sn 2005
68°C'de 2.45dk

68 °C'de 7 dk

Fomitiporia ITS4 (5'- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3)
mediterrenea ITS5 (5' GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3)

PCR uygulamasinin {igiincii ve son asamasinda ise elde edilen PCR

iirlinlerine %]1.5 agaroz jelde ve TAE buffer i¢inde, Sekil 3.5/C’ de goriildiigii
gibi, 100 V’ ta 1,5 saat elektroforez uygulandi ve sonra jeller etidium bromide ile

boyanarak, UV 1s1k altinda goriintiilendi.

Sekil 3.5 Molekiiler yontemlere gore tanilama c¢aligmalari; A. DNA izolasyonu, B. PCR-Thermal
Cycler, C. Jel-Elektroforez
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3.2.3. Sicak su uygulamasinin etmenlerin miseliyal gelisimine
etkisinin ve bulasik asma c¢eliklerinin canhhiklar ile celikleri

etmenlerden arindirma iizerine etkisinin saptanmasi

Morfolojik karakteristikleri ve molekiiler yontemlere goére tanilamasi
yapilan Phaeoacremonium oleophilum, Phaeomoniella chlamydospora ve
Fomitiporia mediterrenea etmenlerine karsi sicak su uygulamasinin etmenlerin
miseliyal gelisimine etkisi, bulagik asma g¢eliklerinin canliliklarina ve onlari

etmenlerden arindirma tizerine etkisini saptamaya yonelik testler yapildu.

3.2.3.1. Sicak su uygulamasimin miselival gelisimine etkisinin

saptanmasi

Calisma kapsaminda elde edilen fungal etmenler PDA ortaminda 25 °C’de
3—4 hafta inkiibe edildi. Her bir etmen icin, kolonilerden 4 adet, 4mm ¢apinda
misel+konidi igeren agar diskleri alinarak igerisinde 1ml steril saf su bulunan
1.5ml’lik eppendorf tiplere konuldu. Bu tupler Cizelge 3.7°de verilen sicaklik ve
stirelerde Sekil 3.6-A’ da goriilen hot blokta tutuldu. Uygulamalar her bir sicaklik-

stire kombinasyonu icin 4 tekrarli olacak sekilde yapildi.
Cizelge 3.7 Sicak su uygulamasinda kullanilan sicaklik (°C) ve streler (dk).

Sicaklik (°C) 45, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55

siire (dk) 15, 30, 45, 60

Uygulamadan sonra eppendorf tipteki agar diskleri steril filtre kagidi
tizerinde nemi alindiktan sonra %0.5g/1 streptomisin siilfat i¢ceren malt ekstrakt
agar (MEAS) igeren petrilere aktarilarak 25 °C’de karanlikta inkiibe edildi (Sekil
3.6-B/C). Kontrol olarak, hicbir islemden gecirilmemis agar diskleri MEAS
ortamina aktarilarak, aymi kosullarda inkube edildi. U¢ hafta sonra miseliyal
koloni gelisim caplar1 6lgiildii ve kontrol ile karsilastirilarak % koloni gelisim

oranlar1 belirlendi. Bu oranlara gore % etki hesaplandi (Gramaje et al., 2008).
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Elde edilen % etki degerleri, bilgisayar yardimi ile Tarist istatistik paket
programinda basit varyans analizine tabi tutularak, Duncan coklu karsilagtirma

yontemine gore istatistiksel olarak degerlendirildi.

Sekil 3.6  Sicak su uygulamasinin etmenlerin miseliyal gelisimi iizerine etkisini saptamaya
yonelik calismalar; A. Hot Blok’ta sicaklik- siire kombinasyonlarinin uygulanmasi, B.
Eppendorf tiipteki agar disklerinin MEAS igeren petrilere almmasi, C. 25°C’de
karanlikta inkubasyon.

3.2.3.2. Sicak Su Uvygulamasmin bulasik asma celiklerinin

canhliklarina ve onlar1 etmenlerden arindirma iizerine

etkisinin saptanmasi

Manisa Merkez’de belirlenen yuvarlak ¢ekirdeksiz liziim ¢esidi ile kurulan
bir bagda hastalik ile bulasik oldugu tani ¢alismalarinda kesin olarak saptanan
asmalar 02.08.2010 tarihinde isaretlendi. Bu asmalardan 12.01.2011 yilinda
budama zamanindan Once celikler alindi ve daha sonra kullanmak iizere
0+2°C’deki soguk hava deposuna konuldu. Sicak su uygulamasinin bu asma
celiklerindeki var oldugu diisiiniilen etmenlerin canliligi {izerine etkisini
belirlemek (izere 13.07.2011 tarihinde celikler Cizelge 3.7’de verilen sicaklik-sure
kombinasyonlarinda, her bir tekerriirde 5 adet olacak sekilde 3 tekerrirli olarak
Sekil 3.7-A’da goriilen sicak su banyosunda muamele edildi ve paralel olarak
uygulama yapilmayan hastalikli ve saglikli celikler kontrol olarak kullanildi.
Uygulama sonrasinda bu celikler icerisinde oda sicaklifinda su bulunan kaplarda
10 dk bekletildikten sonra 15c¢cm boy x 28 cm enindeki ve 1/3 oraninda perlit/kum
iceren saksilara dikildi (Sekil 3.7-B) ve 262 °C sicaklik ve %85-90 neme sahip
olan iklim odasinda gelisimleri 30 giin boyunca izlendi. Her 10 guinde bir g6zlerin
uyanmasi ve siirgiin gelisimleri kaydedildi. Bu siire sonunda her bir sicaklik-stre

kombinasyonu ile muamele edilmis toplam 15 ¢elikten 10 tanesinde izolasyon
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yapilarak hastalik etmenlerinin varligi saptandi. Geriye kalan 5’er adet asma ¢eligi
ise iklim odasinda 1 yi1l boyunca izlenmeye devam edildi (Sekil 3.7-C). Bu sire
sonunda 20.07.2012 tarihinde bu fidanlar koklenerek laboratuvarda izolasyonu

yapild1 ve etmenlerin varligi saptandi.

Sekil 3.7 Sicak Su Uygulamasinin bulasik asma ¢eliklerinin canliliklarina ve onlari etmenlerden
arindirma {izerine etkisinin saptanmasina yonelik ¢aligmalar; A. Celiklerin sicak su
banyosunda muamelesi, B. Celiklerin saksilara dikimi, C. iklim odasinda gelistirme.
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4. BULGULAR

4.1. Asma Fidam ve Omcalarda Hastalik Belirtileri

4.1.1. Asma fidanlarmin govdelerindeki hastahk belirtileri

Fidanliklardan alinan (Bkz. Boliim 3.1.1) asma fidan1 6rnekleri laboratuvara
getirilerek gdvdelerinden bag makasiyla enine ve boyuna kesitler alindi. Ortaya
¢ikan belirtiler Martinson” dan (2011) alinan Sekil 4.1’deki asma gdévdesinin enine
kesitindeki kisimlar dikkate alinarak Sekil 4.2°de goruntulendi ve belirtiler tarif
edildi.

Phloam
Periderm (cork/bark)
Primary Phloem (cut off by cork cambium)

Cork Cambium
Phloem fiber bundals
"Soft" (living) phloem bundles

Camblum

Xylem ray (mixture of living and non-living cellis)
Xylem (wood)

Ray parenchyma (living)

Pith (non-living)

Sekil 4.1 Asma gdvdesinin enine kesitindeki kisimlarin sematik goriintiisii.
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Sekil 4.2 Asma fidanlarimin enine ve boyuna Kkesitlerindeki hastalik belirtileri (A-B-C-D-E-F:
Agiklamalar metin i¢inde verilmistir).
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Fidanlardan alinan enine kesitlerde ilk anda ksilem dokularinda tylosis
olusumuna isaret eden siyah noktaciklar (a) goruldi. Birka¢ dakika iginde bu
siyah noktaciklardan boncuk seklinde koyu amber-siyah renginde sivi (b) ¢ikisi
oldu. Enine kesitte siyah noktaciklar seklinde goriilen belirtilerin oldugu
kisimlardan boyuna kesitler alindiginda bu noktaciklarin ksilemde boylamasina

¢cizgi cizgi siyah nekrozlar (c) seklinde oldugu goriildi (Sekil 4.2).

Yukarida tarif edilen belirtileri tasiyan kisimlardan yapilan izolasyon
sonuglar1 Cizelge 4.1°de verildi. izolasyonlarda PDA, MEA ve RBA ortamlar
(Bkz. Boliim 3.2.1) kullanilmistir.

Cizelge 4.1 Asma fidanlarinin govdelerindeki Sekil 4.2” deki hastalik belirtilerine gore izolasyon
sonucunda elde edilen fungal etmenler.

Belirti Tipleri
Fungal Etmenler b
Phaeomoniella chlamydospora (Pcl) + +
Phaeoacremonium oleophilum (Pm) + +

Fomitiporia mediterrenea (Fom)
Fomitiporia punctata (Fop)
Phellinus igniarius (Ph)
Stereum hirsitum (Ste)

Gortildiigii gibi asma fidanlarinda Petri hastaligina neden olan etmenler olan
Pm ve Pcl izole edildi ve bu bulgu Tiirkiye’deki fidanliklar i¢in ilk kayit oldu.
Kav hastaligina neden olan etmenler ise (Fom, Fop, Ph ve Ste) asma fidanlarindan

izole edilmedi.

4.1.2. Geng asmalari govdelerindeki hastahik belirtileri

Yuvarlak Cekirdeksiz iizlim ¢esidi gen¢ asmalardan alinan (Bkz. Boliim
3.1.2) asma ana gdvde Ornekleri laboratuvara getirilerek enine ve boyuna kesitler

alindi. Ortaya ¢ikan belirtiler Sekil 4.3’deki gibi goruntulendi.
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Sekil 4.3 Geng baglarda ana govdenin enine ve boyuna kesitlerindeki hastalik belirtileri (A-B-C-D:
Agiklamalar metin i¢inde verilmistir).

Geng asmalardan alinan ana govde orneklerinin enine kesitleri alindiginda,
fidanlardaki belirtilerde oldugu gibi, enfekteli ksilem demetlerinde siyah
noktaciklar goriildii ve bunlardan birka¢ dakika i¢inde boncuk seklinde koyu
amber-siyah renginde siv1 ¢ikisi oldu (a). Orneklerden boyuna kesitler alindiginda
ise, noktaciklarin ksilemde ¢izgisel siyah nekrozlar seklinde goriindiigli saptandi
(b). Baz1 geng asmalarda ise, 6z kisminin etrafindaki ksilem dokusunda beyaz
ciiriikliik seklinde agik renkli, yumusak dokulu kavlamis bir kisim (C) oldugu ve
bu kismin koyu renkli, sert dokulu bir kusak ile (d) ¢evrilmis oldugu goriildii. Bu
belirtilere ek olarak, yine ksilem dokusunda koyu renkli nekrotik alanlar (e) da
gortldii (Sekil 4.3). Bu kisimlardan yapilan izolasyon sonuglar1 Cizelge 4.2°de

verildi.
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Cizelge 4.2 Geng asmalarin govdelerindeki Sekil 4.2°de tarif edilen hastalik belirtilerinden yapilan
izolasyonlar sonucunda elde edilen fungal etmenler.

Belirti Tipleri
Fungal Etmenler
a C d e
Phaeomoniella chlamydospora (Pcl) + + - - -
Phaeoacremonium oleophilum (Pm) + + - + n
Fomitiporia mediterrenea (Fom) - - + + N

Fomitiporia punctata (Fop) - - - - -

Phellinus igniarius (Ph) - - - - -

Stereum hirsitum (Ste) - - - - -

Gorildugi gibi geng asmalarda Petri hastaligina neden olan etmenlerin (Pcl,
Pm) yani sira Kav hastaligina neden olan etmenlerden Fom ‘da izole edildi. Bu
veri Turkiye’de Fomitiporia mediterrenea’ nin varligi agisindan ilk kayit
oldu. Diger 2 fungal etmene ise rastlanmadi. Bunun yaninda diger odun

patojenleri olan Phomopsis viticola ve Eutypa lata da izole edildi.

Bu bulgulara gére Pcl “a” ve “b” tipi belirti vererek, Pm ise bu belirtilere ek
olarak “d” ve “e” tipi belirtilere yol agmakta ve asmanin ksilem dokusuna
yerlesmektedirler. Fom, “c” ve “d” tipi belirtilere yol agarak ksilem dokusu ve 6z

kismina yerlegsmektedir.

4.1.3. Yash asmalarin govdelerindeki hastalik belirtileri

Yuvarlak Cekirdeksiz iiziim ¢esidi yasli asmalardan alinan (Bkz. Bolim
3.1.2) ana govde ornekleri laboratuvara getirilerek yine enine ve boyuna kesitler
alind1. Ortaya ¢ikan belirtiler Sekil 4.4’deki gibi goruntulendi.
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Sekil 4.4 Yagh Baglarda ana govdenin enine ve boyuna kesitlerindeki hastalik belirtileri (A-B-
C-D-E-F: Agiklamalar metin i¢inde verilmistir).

Bu orneklerden alinan enine kesitlerde 6z kismi ile birlikte ksilem
dokusunda yumusak dokulu, kavlamis, agik renkli, bir beyaz ¢iiriiklik (a), bu
kismin g¢evresinde ise koyu renkli, sert dokulu bir kusak halkasi oldugu goriildi

(b). Bu belirtiler yaninda, yine ksilem dokusunda koyu renkli nekrotik alanlar (c)
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goriildii (Sekil 4.4). Tarif edilen kisimlardan yapilan izolasyon sonuglar1 Cizelge

4.3” de verildi.

Cizelge 4.3 Yagh asmalarin govdelerindeki Sekil 4.3’de tarif edilen hastalik belirtilerinden yapilan
izolasyonlar sonucunda elde edilen fungal etmenler.

Belirti Tipleri
Fungal Etmenler
a b c
Phaeomoniella chlamydospora (Pcl) - -
Phaeoacremonium oleophilum (Pm) - +
Fomitiporia mediterrenea (Fom) + + -

Fomitiporia punctata (Fop) - - -

Phellinus igniarius (Ph) - - -

Stereum hirsitum (Ste) - - -

Goriildiigii gibi yasli asmalarda Petri hastaligina neden olan etmenler (Pcl,
Pm) ve Kav hastaligina neden olan etmenlerden Fom izole edilmistir. Bu veri

Turkiye’de Fomitiporia mediterrenea’nin varligi agisindan ilk kayit olmustur.

Bu bulgulara gore, Pcl “c” tipi belirti vererek, Pm ise bu belirtiye ek olarak
“b” tipi belirtiye yol agarak asmanin ksilem dokusuna yerlesmektedirler. Fom ise

“a” ve “b” tipi belirti vererek ksilem dokusuna ve 6z kismina yerlesmektedir.

4.1.4. Yaprakta hastalik belirtileri

Yuvarlak Cekirdeksiz {iziim c¢esidi yasli asmalardan govde Orneklerinin
alinmasi sirasinda Temmuz- Agustos aylarinda goriintiilenen yaprak belirtileri
Sekil 4.5 ve 4.6°de verildi.



Sekil 4.5 Hasta asmalarin yapraklarinda belirtilerin gelisimi.

Yapraklarda; damar aralarinda 6nce klorotik agilmalar (A), daha sonra bu
lekelerin birleserek sarimsi kahverengi (B-C) veya kizil kahverengi renklerde (D-
E) nekroze olduklar1 ve yapraklarin su kaybi sonucu kuruduklar1 goriildii (Sekil
4.5). Yaprak belirtilerinin asmada genel olarak goriiniimii Sekil 4.6 ve Sekil
4.7°da verildi. Son sekilde hastalik nedeniyle 6zellikle sicak yaz gilinlerinde asma

yesil aksaminin yi1ldirim ¢arpmis gibi kurudugu saptandi.
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Sekil 4.7 Asmada hastalik nedeniyle kuruma.
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4.1.5. Uzim danelerinde hastalik belirtileri

Yuvarlak Cekirdeksiz {iziim c¢esidi yaslh asmalardan govde Orneklerinin
alinmasi sirasinda Temmuz- Agustos aylarinda iiziim danelerinde goriilen

belirtiler Sekil 4.7°de verildi.

Sekil 4.8 Uziim danelerinde hastalik belirtileri.

Hasta omcalarin salkimlarindaki {iziim danelerinin yiizeyinde koyu mor,
nokta seklinde lekeler goriildii ve bu lekelerin salkimin tiim danelerini kapladigi
saptandi. Bu danelerin tadina bakildiginda daha tatli ama danenin kabuk kisminda

buruk bir tat hissedildi.
4.2.1zole Edilen Etmenlerin Morfolojik Ozellikleri

Asma fidanlari, gen¢ ve yashh asmalardan alinan Orneklerden yapilan
izolasyonlar sonucu elde edilen funguslarin bolim 3.2.2.1°de belirtildigi gibi
morfolojik karakteristiklerine gore tanilar1 yapildi. Tanisi yapilan etmenlerin

makroskobik ve mikroskobik 6zellikleri asagida verildi.
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4.2.1. Phaeoacremonium oleophilum’un morfolojik 6zellikler

Makroskobik Ozellikler: Koloniler ortama yapisik, hifler havai, grimsi
kahverengi renkte, yavas gelisir (Sekil 4.9 /A).

Mikroskobik Ozellikler: Hifler; bélmeli ve dalli, acik kahverengi renkte,
1.5-4.0 um genisliginde. Konidiler; elips dikdortgen seklinde, kenarlar1 oval ve
3.0-5.5 x 1.5-2.0 pm boyutlarinda, renksiz (Sekil 4.9/B), klamidospor yok.

Sekil 4.9  Phaeoacremonium oleophilum’ un makroskobik ve mikroskobik goérintist (A. MEA
ortamindaki koloni gelisimi, B. Konidiosporlar (100x biiyiitme), C-D. Konidioforlar
ile konidiospor (20X ve 40X biiyitme).
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4.2.2. Phaeomoniella chlamydospora’ nin morfolojik 6zellikleri

Makroskobik Ozellikler: Koloniler ortama yapisik, seyrek sekilde havai
hifler, koyu zeytin yesili renkte, yavas gelisir (Sekil 4.10/A).

Mikroskobik Ozellikler: Hifler; bolmeli ve dalli, yesil renkte, 2.0-5.0 um
genisliginde. Konidiler; elips dikdortgen seklinde, kenarlar1 oval ve 2.5-5.0 X 1.5-
2.0 um boyutlarinda, renksiz (Sekil 4.10/B), klamidospor nadiren olusur.

Sekil 4.10 Phaeomoniella chlamydospora’nin makroskobik ve mikroskobik géruntisi (A. MEA
ortamindaki koloni gelisimi, B. Konidiosporlar (100X biiyiitme), C-D. Konidioforlar
ve konidiosporlar (20X ve 40X biyitmede).
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4.2.3. Fomitiporia mediterrenea’nin morfolojik 6zellikleri

Makroskobik Ozellikler: Koloniler pamuksu, havai hifler, turuncu-

kahverengi renkte, yukarida belirtilen etmenlere gore daha hizli gelisme (Sekil

4.11/A).

Mikroskobik Ozellikler: Hifler; bélmeli ve dalli, turuncu- kahverengi
renkte, 1.6-4 um genisliginde, konidi yok (Sekil 4.11/B).

Sekil 4.11 Fomitioporia mediterrenea’ nin makroskobik ve mikroskobik goriintiisii (A. MEA
ortamindaki gelisimi, B. Miselyum (40X biiyiitme).

4.3. Etmenlerin Molekiiler Tanisi

Yukarida, makroskopik ve mikroskobik 6zellikleri g6z oniine alinarak tanisi
yapilmig etmenlerin temsili olarak secilen izolatlarindan ve hastalik belirtisi
tagtyan asma fidani, gen¢ ve yash asmalarin govde orneklerinden fungal DNA

izole edildi ve molekiiler tanilar1 yapildi (Bkz. Bolum 3.2.2.2).

4.3.1. Phaeoacremonium oleophilum’ un molekdler tanisi

Pm ’un molekiiler tanis1 Dupont et al.’na (2002) gore Cizelge 8’te verilen
ITS4-ITS5 primerleri ve PCR programlar ile yapildi. Yapilan PCR sonucunda
elektroforez-jel gorintisinde 610 bp uzunlugunda bant elde edildi. Elde edilen

elektroforez-jel goriintiisii Sekil 4.12°de verildi. Bu sekilde; 1-12 no’lu 6rnekler
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Pm izolatlariin, negatif kontrol olarak ise 13 no’lu 6rnek Pcl, 14 no’lu 6rnek

Fom ve son olarak ta su kontrol’iin PCR sonuglar1 goriilmektedir.

L ol 2y 3 4 SO B 1 O S 23 v

CLRRHIRLLT |

Sekil 4.12 Pm etmenlerinin PCR elektroforez-jel goriintust. (L: 100bp’lik ladder, 1-12: Pm, 13:
Pcl, 14: Fom, N: su kontrol)

4.3.2. Phaeomoniella chlamydospora’ min molekdiler tamsi

Pcl’ nin molekiiler tanis1 Retief et al. (2005) ve Groenewald et al.’na (2000)
gore Cizelge 8’te verilen Pcl1-Pcl2 primerleri ve PCR programlari ile yapildi.
Yapilan PCR sonucunda elektroforez-jel goriintiisiinde 325 bp uzunlugunda bant
elde edildi ve elektroforez-jel goriintiisii Sekil 4.13’de verildi. Bu sekilde; 1-5
no’lu ornekler Pcl izolatlarinin, negatif kontrol olarak ise 6 no’lu érnek Pm, 7

no’lu 6rnek Fom ve son olarak ta su kontrol’iin PCR sonuglar1 goriilmektedir.

Sekil 4.13  Pcl etmenlerinin PCR elektroforez-jel goriintusi. (L: 100bp’lik ladder, 1-5: Pcl, 6:
Pm, 7: Fom, N: su kontrol).
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4.3.3. Fomitiporia mediterrenea’ min molekiiler tanisi

F. mediterrenea’nin molekiiler tanis1 Pilott1 et al.’na (2005) gére Cizelge
8’te verilen 1TS4-ITS5 primerleri ve PCR programlari ile yapildi. Yapilan PCR
sonucunda elektroforez-jel goriintiisiinde 740 bp uzunlugunda bant elde edildi.
Elde edilen elektroforez-jel goriintiisii Sekil 4.14°de verildi. Bu sekilde; 1-5 no’lu
ornekler Fom izolatlarinin, negatif kontrol olarak ise 6-7 no’lu 6rnek Pm, 8-9

no’lu 6rnek Fom ve son olarak ta su kontroliin PCR sonuglar1 goriillmektedir.

Sekil 4.14 Fom etmenlerinin PCR elektroforez-jel gorinttisu. (L: 100bp’lik ladder, 1-5: Fom , 6-7:
Pm, 8-9: Pcl, N: su kontrol).

4.3.4. Etmenlerin molekiiler tanilarinin karsilastirilmasi

Molekiiler tanist yapilan Phaeoacremonium oleophilum, Phaeomoniella
chlamydospora, Fomitiporia mediterrenea etmenlerinin PCR bulgularinda elde
edilen bant uzunluklar1 arasindaki farkliliklar1 gérmek amaciyla Sekil 4.15°de
elektroforez-jel gorintileri bir arada verildi. Bu sekilde; 1-4 no’lu drnekler Pcl
izolatlarinin, 5-9 no’lu 6rnek Pm, 10-13 no’ lu 6rnek Fom ve son olarak ta su

kontroliin PCR sonuglar1 gériilmektedir.
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9 10 11 12 13 N L
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Sekil 4.15 Pm, Pcl, Fom etmenlerinin PCR elektroforez-jel gorinttsi. (L: 100bp’lik ladder, 1-4:
Pcl, 5-9: Pm, 10-13: Fom, N: su kontrol).

4.4. Etmenlerin Fidanhklarda ve Baglarda Varhg

Arastirmaya konu olan ve farkli asma c¢esitlerini bulunduran fidanliklardan,
geng ve yash baglardan alinan Orneklerden izolasyonlar yapildi. Elde edilen
izolatlarin tanis1 yapilarak etmenlerin fidanliklardaki ve baglardaki varlig

saptand1 (Bkz. B6lim 3.1; 3.2.1; 3.2.2; 3.2.3).

4.4.1. Etmenlerin fidanhklardaki varhg:

Manisa ve Denizli’deki fidanliklardan aliman Orneklerden yapilan
izolasyonlar sonucunda saptanan etmenler fidanliklar ve ¢esitler bazinda Cizelge

4.4°de verildi.
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Cizelge 4.4 Fidanliklar ve asma fidani gesitlerine gore saptanan fungal etmenler.

%‘ Na Fidanhklardan Elde Edilen Fungal Etmenler®
g
=1 o

B Pm Pcl Fom Ste Fop Ph
A 1 X - - - - -
3 X X - - - -
B 2 X - - - - -
4 - X - - - -
5 - X - - - -
C 2 X - - - - -
4 - X - - - -
5 - X - - - -
D 1 - X - - - -
3 X X - - - -
2 - X - - - -
5 X X - - - -
G 2 - X - - - -
H 3 X X - - - -
| 1 - X - - - -
5 X - - - - -
j 3 - X - - - -
K - - - - - - -
L 1 - X - - - -

!A-B-C-D-E-F-G-H-I-J: Manisa ilindeki 6rnek alinan fidanliklarin kodlari.
K-L: Denizli ilindeki 6rnek alinan fidanliklarin kodlari.

?1: Yuvarlak Cekirdeksiz *Pcl: Phaeomoniella chlamydospora
2: Alphonse Lavaillee Pm: Phaeoacremonium oleophilum
3: Superior Seedless Fom: Fomitiporia mediterrenea

4: Merlot Ste: Stereum hirsitum

5: Cabernet Sauvignon Fop: Fomitiporia punctata

Ph: Phellinus igniarius

Cizelge 4.4 incelendiginde; Manisa (E) ve Denizli (K) ilindeki 1’er fidanlik
disinda diger fidanliklarda Petri hastaligina yol agan Pcl ve/veya Pm’un mevcut
oldugu saptandi. Pcl’nin fidanliklarda daha yaygin oldugu belirlenirken, cesitler

arasinda bu etmenlere gore belirli bir davranmis farki ortaya c¢ikmadi. Bu
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fidanliklardan Kav hastaligina neden olan etmenlerinin (Fom, Fop, Ste, Ph) izole

edilmemesi diger 6nemli bir bulgu oldu.

4.4.2. Etmenlerin gen¢ asmalardaki varhgi

Manisa, Izmir ve Denizli il ve ilgelerinin Yuvarlak Cekirdeksiz iiziim cesidi
ile kurulu geng¢ baglarindan alinan toplam 21 asma 6rneginden (Bkz. Cizelge 3.3)

gergeklestirilen izolasyonlar sonucunda saptanan etmenler Cizelge 4.5’te verildi.

Cizelge 4.5 Geng asmalarda saptanan fungal etmenler

5 % Genc Asmalardan Elde Edilen Fungal Etmenler*
-
O Pm Pcl Fom Ste Fop Ph
1 - X - - - -
2 X X - - - -
3 X X X - - -
4 - X - - - -
g |5 X - - - - -
% 6 _ X - - - -
=
7 X - - - - -
8 X X X - - -
9 X X - - - -
10 - X - - - -
1 X X - - -
N 2 X X - - - -
E | 3 - X - - - -
= 4 X X - - - -
5 X X X - - -
1 - X - - - -
2 X - - - -
= 3 X X - - - -
&[4 - X - - - -
5 - X - - - -
6 X X X - - -
'pcl: Phaeomoniella chlamydospora Ste: Stereum hirsitum
Pm: Phaeoacremonium oleophilum Fop: Fomitiporia punctata

Fom: Fomitiporia mediterrenea Ph: Phellinus igniarius
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Yapilan izolasyonlar sonucunda, her {i¢ ilin genc¢ baglarinda, Pcl daha
yaygin olmak tizere, Pcl, Pm ve Fom’un mevcut oldugu belirlendi. Toplam 21
ornegin 8’inin sadece Pcl ile, 3’Unin sadece Pm ile, 5’inin Pcl+Pm ile, 4’n0n
Pcl+ Pm+ Fom ile ve 1’inin Pm+Fom ile bulasik oldugu belirlendi. Diger yandan,
geng baglarda fidanliklarda saptanan Pcl ve Pm etmenlerinin yani sira Fom
etmenin de belirti tablosuna istirak ettigi goriildii. Ste, Ph ve Fop etmeninin

ornekleme yapilan baglarda saptanmamis olmasi bir diger 6nemli bulgu oldu.

4.4.3. Etmenlerin yash asmalardaki varhg

Manisa, Izmir ve Denizli il ve ilgelerinin tipik hastalik belirtilerini tasiyan
yuvarlak ¢ekirdeksiz liziim ¢esidi ile kurulu yasli baglardan alinan toplam 21 asma
orneginden (Bkz. Cizelge 3.3) gerceklestirilen izolasyonlar sonucunda saptanan

etmenler Cizelge 4.6’da verildi.

Cizelge 4.6 incelendiginde; ziyaret edilen ve ornek alinan yasli baglarin
timiinde Fom etmeni saptanirken, Pcl ve Pm’ un da mevcut oldugu goriildii. Bu
orneklerin 5’i Pcl+Fom, 6’s1 Pm+Fom, 3’0 Pcl+Pm+Fom, 7°si sadece Fom ile
bulasik bulundu. Buradan, Fom etmenin yasl baglarda genel “Kav” tablosundan
sorumlu oldugu ortaya ¢ikti. Ste, Ph, Fop etmenlerinin 6rnekleme yapilan yaslh

baglarda da saptanmamis olmasi 6nemli bir bulgu oldu.
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Cizelge 4.6 Yagli asmalarda saptanan fungal etmenler.

2 Yash Asmalardan Elde Edilen Fungal Etmenler!
= -
o) Pm Pcl Fom Ste Fop Ph
1 - X X - - -
2 X - X - - -
3 - X X - - -
4 X - X - - -
S5 X - X - - -
g 6 - X X - - -
=
7 - X X - - -
8 X - X - - -
9 X - X - - -
10 - - X - - -
1 X X X - - -
2 - - X - - -
=
g 3 - - X - - -
N
= 4 X - X - - -
5 - X X - - -
1 - - X - - -
2 X X X - - -
= | 3 - - X - - -
S [ 4 X X X - - -
a
5 - - X - - -
6 - - X -
'pcl: Phaeomoniella chlamydospora Ste: Stereum hirsitum
Pm: Phaeoacremonium oleophilum Fop: Fomitiporia punctata
Fom: Fomitiporia mediterrenea Ph: Phellinus igniarius

4.5.S1cak Su Uygulamasimin Etmenlerin Miseliyal Gelisimine
Etkisi ve Bulasik Asma Celiklerinin Canlhiliklan ile Celikleri

Etmenlerden Arindirma Uzerine EtKisi

Bu bolimde, 45-55°C’ler arasinda farkli basamaklardaki sicak suyun farkl
uygulama  surelerinde  Phaeoacremonium  oleophilum,  Phaeomoniella
chlamydospora ve  Fomitiporia  mediterrenea’ya  karsi  savasimda
kullanilabilirliginin belirlenmesi agisindan yapilan calismalardan elde edilen

bulgular verildi.
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45.1. Sicak su uygulamasmin etmenlerin miseliyal gelisimine
etkisi

Sicak su uygulamasinin, s6z konusu etmenlerin miseliyal gelisimi iizerine
etkisi Boliim 3.2.3.1°de belirtildigi gibi koloni ¢ap1 (mm) iizerinden saptandi. Elde
edilen bulgular kontrole gore hesaplanan % koloni gelisim oranlari iizerinden

ilgili cizelge ve grafiklerde verildi.

4.5.1.1. Sicak su uygulamasinin Phaeomoniella chlamydospora’ nin

miseliyal gelisimine etKisi

Sicak su uygulamasinin zaman dilimlerinde Pcl’nin miseliyal gelisimi
lizerine % etkisi ve yapilan istatistiki degerlendirme sonuclarina gore olusan

gruplar Cizelge 4.7 ve Sekil 4.16°da verildi.

Cizelge 4.7 Farkli sicaklik ve uygulama siirelerinin Pcl’nin koloni gelisimine % etkisi ve
istatistiksel gruplandirma.

Sure
15 30 45 60
Phaeomoniella | oloni koloni koloni koloni
chlamydospora | gelisim gelisim gelisim gelisim
(Pcl) (mm) YoetKi (mm) %oetki (mm) Yoetki (mm) Yoetki

45 27,50 5,98 a* 2450 | 16,24a* | 22,00 | 24,79a* | 19,50 | 33,33 a*

48 25,50 12,82 a 19,00 35,04 b 19,50 33,33 a 18,25 37,61a

49 21,50 26,49 b 20,00 31,62 b 19,75 32,48 a 17,25 41,03 a
;G 50 18,00 | 38,46 bc 15,00 48,72 ¢ 10,75 63,25 b 4,50 84,62 b
; 51 16,25 44,44 ¢ 9,50 67,52d 0,00 100 ¢ 0,00 100 ¢
% 52 11,25 61,53d 7,25 75,21 de 0,00 100 ¢ 0,00 100 ¢
@ |53 5,75 80,34 e 3,50 88,03 ef 0,00 100 c 0,00 100 ¢

54 0,00 100 f 0,00 100 f 0,00 100 c 0,00 100 ¢

55 0,00 100 f 0,00 100 f 0,00 100 c 0,00 100 ¢

Kontrol 29,25 - 29,25 - 29,25 - 29,25 -

*Her bir siitun i¢inde aymi harf ile ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan siirenin
sicakliklara gore bir fark: yoktur (P=0,01 Duncan testi)
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100,00
80,00 -

L, m 15 dak.

R = 30 dak.
40,00 - u 45 dak.
20,00 - ' l = 60 dak.

0,00 - . : : .
45 | 48 49 50 | S1 | 52 | 53 | 54 | s5

Sicaklik (oC)

Sekil 4.16 Farkli sicaklik ve uygulama siirelerinin Pcl’ nin koloni gelisimine % etkisi.

Bu verilere gore;

45°C’de 30 dk sicak su uygulamasinm Pcl’nin koloni gelisimine % etkisi
%16.24 iken sicaklik ve siire arttik¢a etki de paralel olarak artt1.

50°C’de; 30 dk’da %48.72 oldu, 60 dk uygulamasinda ise %84.62’ye ulasti.

Bu oran 51°C’de; 30 dk’da %67.52 iken yine siire arttikga paralel olarak
etkinin artt1g1, 45 ve 60 dk’da ise etkinin %100 oldugu goruldu.

52°C’de; 30 dk’da %75.21 olarak saptanan etkinin yine siire arttikca %100’e
ulastig1 gorildii.

53°C’de; 30 dk’da %88.03 olarak saptanan etkinin 45 ve 60 dk’da ise
etkinin %100 oldugu goriildi

54 ve 55 °C’lik sicakliklarda ise tiim uygulama siirelerinde %100 etki
goralda.

Bu bulgulara gore, PclI’'nin yiikselen su sicakliklarinda zamana Kkarsi
gelisiminin gittikge azaldigi, etkinin de arttigi goriildii. Bu oranin 51-52 ve
53°C’de; 45. dk’dan itibaren %100’e ulastigi goriildii. 54 ve 55 °C’lik
sicakliklarda ise tiim uygulama siirelerinde %100 etki goriildii. Ancak 53 °C’de

dahi kontrole gore yaklasik % 20 oraninda bir gelisme gosterebildigi belirlendi.
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45.1.2. Sicak su uygulamasimin Phaeoacremonium oleophilum’un

miseliyval gelisimine etkisi

Sicak su uygulamasinin zaman dilimlerinde Pm’un miseliyal gelisimi
lizerine % etkisi ve yapilan istatistiki degerlendirme sonuclarina gore olusan

gruplar Cizelge 4.8 ve Sekil 4.17’de verildi.

Cizelge 4.8 Farkli sicaklik ve uygulama siirelerine gore Pm’ un koloni gelisimine %etkisi ve
istatistiki gruplandirma.

Sure
15 30 45 60
Phaeoacremonium | io|onj koloni koloni koloni
oleophilum gelisim gelisim gelisim gelisim
(Pa) (mm) Yoetki (mm) Yoetki (mm) Yoetki (mm) Yoetki
45 29,50 3,28 a* 29,00 | 492a* | 2825 | 7,38a* | 28,75 | 5,74 a*
48 29,00 492 a 28,50 6,56 a 28,25 7,38 a 27,50 9,84 a
49 28,75 5,74 a 2750 | 9,84ab | 27,00 [1148ab| 26,25 |13,93 bc
06\ 50 26,00 | 14,75ab | 24,50 |19,67bc| 24,25 |20,49bc| 2350 | 2295¢
; 51 24,00 | 21,31 bc | 22,75 2541c | 21,75 | 28,69c | 12,50 | 59,02d
% 52 21,50 |29,51bcd| 20,75 |31,97cd| 1050 | 65,57d 0,00 100 e
v |53 20,75 31,97 de 18,25 |40,16de| 12,25 | 59,84d 0,00 100 e
54 19,50 | 36,07 de 12,50 59,02 e 0,00 100 e 0,00 100 e
55 18,25 40,16 f 0,00 100 f 0,00 100 e 0,00 100 e
Kontrol 30,50 - 30,50 - 30,50 - 30,50 -

* Her bir ayn1 siitun i¢inde ayn1 harf ile ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan siirenin
sicakliklara gore bir farki yoktur (P=0,01 Duncan testi).

45 48 49

100,00

80,00 t
- m 15 dak.

= 60,00 W :
; m 30 dak.
40,00 i m 45 dak.
l m 60 dak.

53 54 55

20,00 - o
0,00 - ==iN w i ‘_l 'I

50 51 52
Sicaklk (oC)

Sekil 4.17 Farkli sicaklik ve uygulama siirelerine goére Pm’un koloni gelisimine % etkisi.
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Bu verilere gore;

45°C’de 30 dk sicak su uygulamasinin Pm’ un koloni gelisimine % etkisi
%4.92 iken sicaklik ve siire arttikca etki de paralel olarak artti.

50°C’de; 30 dk’da %19.67 oldu, 60 dk uygulamasinda ise %22.95’e ulast1.

Bu oran 51°C’de; 30 dk’da %25.41 iken yine siire arttikca paralel olarak
etkinin arttig1 goriildii.

52°C’de; 30 dk’da %31.97 olarak saptanan etkinin 60 dk’da %100’e ulastig1
goralda.

53°C’de; 30 dk’da %40.16 olarak saptanan etkinin 60 dk’ da ise %100
oldugu goriildii

54°C’de; 30 dk’da %59.02 olarak saptanan etkinin 45 ve 60 dk’ da ise %100
oldugu goriildi

55°C ise 30-45 ve 60 dk uygulama suirelerinde %2100 etki gorildu.

Bu bulgulara gére, Pm’ un 54-55 °C’de dahi kontrole gore yaklasik % 60
oraninda bir gelisme gosterebildigi ancak uygulama siiresi arttikga koloni
gelisiminin olmadig1 ve etkinin arttig1 belirlendi. Bu oranin 52 ve 53°C’de; 60.
dk’da %100’e ulastif1 goriildii. 54 °C’de 45.dk’dan itibaren, 55 °C’ de ise 30.
dk’dan itibaren %100 oldugu goriildii.

45.1.3. Sicak Su Uvygulamasimin Fomitiporia mediterrenea’ nin

Miselival Gelisimine Etkisi

Sicak su uygulamasinin zaman dilimlerinde Fom’nin miseliyal gelisimi
tizerine % etkisi ve yapilan istatistiki degerlendirme sonuclarina gore olusan

gruplar Cizelge 4.9 ve Sekil 4.18de verildi.
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Cizelge 4.9 Farkli sicaklik ve uygulama strelerine gére Fom’nin koloni gelisimine % etkisi ve

istatistiki gruplandirma.

Sire
Fomitiporia 15 30 45 60
mediterrenea | yojonj koloni koloni koloni
(Fom) gelisim gelisim gelisim gelisim
(mm) Yoetki (mm) Yoetki (mm) Yoetki (mm) Yoetki
45 50,00 5,21 a* 47,00 10,9 a* 45,50 13,74 a* 41,00 22,27 a*
48 50,00 5,21a 41,25 21,8 ab 34,00 35,55 b 26,75 49,29 b
49 45,75 13,27 ab 34,25 35,07 b 26,50 49,76 ¢ 19,75 62,56 b
§ 50 42,00 20,38 b 25,25 52,13 ¢ 14,25 72,99d 8,25 84,36 ¢
e
=4 51 26,50 49,76 ¢ 18,00 65,88 c 4,00 92,42 e 2,75 94,79 cd
?3 52 9,00 82,94d 4,75 91d 2,75 94,79 e 2,00 96,21 cd
2 53 0,00 100d 0,00 100d 0,00 100 e 0,00 100d
54 0,00 100d 0,00 100d 0,00 100 e 0,00 100d
55 0,00 100d 0,00 100d 0,00 100 e 0,00 100d
Kontrol 52,75 - 52,75 - 52,75 - 52,75 -

*Her bir siitun icinde ayni harf ile ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan siirenin
sicakliklara gore bir farki yoktur (P=0,01 Duncan testi)

100,00

Sicakhk (oC)

80,00 -
%
=< 60,00 -
®
40,00 -
20,00 - I
0,00 - : : : -
a5 | 48 | 49 | 50 | 51 | 52 | 53 | 54 | S5

= 15 dak.
B 30 dak.
= 45 dak.
H 60 dak.

Sekil 4.18 Farkl sicaklik ve uygulama surelerine gére Fom’nin % koloni gelisimine % etkisi.

Bu verilere gore;

45°C’de 30 dk sicak su uygulamasinin Fom’nin koloni gelisimine % etkisi

%10.9 iken sicaklik ve siire arttikca etki de paralel olarak artti.
50°C’de; 30 dk’da %52.13 oldu, 60 dk uygulamasinda ise %84.36’ya ulast:.
Bu oran 51°C’de; 30 dk’ da %65.88 iken yine siire arttik¢a paralel olarak

etkinin arttig1, 60 dk’da ise etkinin %94.79 oldugu goriildii.
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52°C’de; 30 dk’da %91.00 olarak saptanan etkinin 60 dk’da % 96.21 oldugu
gorulda.

53,54 ve 55 °C’lik sicakliklarda ise tiim uygulama siirelerinde %100 etki
goralda.

Bu bulgulara goére, Fom’nin yiikselen su sicakliklarinda zamana karsi
gelisiminin gittikce azaldig1, 53-54 ve 55 °C’de ise koloni gelisiminin olmadig
goraldi. Yani Fom’a karsi sicak su uygulamasinda artan siirelerde etkinin de
arttig1 goriildii. Bu oranin 53-54 ve 55 °C’de tim uygulama stirelerinde %100’e

ulastig1 goriildii.

45.2. Sicak su uygulamasimin bulastk asma ¢eliklerinin

canhiliklarina ve onlar1 etmenlerden arindirma iizerine etkisi

Bu boliimde, sicak su-uygulama siiresi kombinasyonlarinin bulagik asma
celiklerinin gelisimlerine ve onlart etmenlerden arindirma iizerine etkisini

saptamaya yonelik testlerden elde edilen bulgular verildi.

45.2.1. Sicak  su  uygulamasimin  bulasik asma celiklerinin

gelisimleri Uzerine etkisi

Sicak su uygulamasinin bulasik asma ¢eliklerinin gelisimleri Gzerine etkisi
Bolum 3.2.3.2°de belirtildigi gibi saptandi. Elde edilen bulgular toplu olarak
Cizelge 4.10’da, detayli olarak ise her bir sicaklik basamagma gore 30. giin

sonundaki durumlar1 dikkate alinarak izleyen ¢izelge ve sekillerde verildi.
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Cizelge 4.10  Farkli sicakliktaki su i¢inde farkli siirelerde tutulmus bulasik asma ¢eliklerinden
dikimden 10, 20 ve 30 giin sonra uyanma gosterenlerin sayilar1 (adet) ve siirgiin
uzunluklari (cm).

Sicaklik (°C)
Siire 45 48 49 50 51 52 53 54 55
(dak)|Gin| X [ Y | X | Y [ X | Y | X | Y [ X |Y |X]|Y X|Y | X|Y X|Y
0|8 |37|7 |3 |9 (258 |41 7 (531 |35/0|0 /|0 |0|0]|0
20 | 9 5 8 (53|10 | 3 (10 (64|10 |64 | 6 |34]| O 0 0 0 0 0
15 | 30 | 14|71 |12 (68|14 |64 |13 |85 |13 |86 | 6 6 0 0 0 0 0 0
10 | 3 [15] 5 2 5 (244 (21|10 (28| 0 0 0 0 0 0 0 0
20 | 9 (36|11 | 3 42|17 |32|10 28| 2 |05| O 0 0 0 0 0
30 {30 | 9 (39|11 | 4 (13 | 5 9 (31|14 (44| 4 1 0 0 0 0 0 0
10 | 10 | 4,6 3 8 |34 1 2 |15]0 0 0 0 0 0 0 0
20 (10 (53| 9 (45|10 4 |10 28| 2 |15]| 0O 0 0 0 0 0 0 0
45 | 30 | 11 |62 | 10 |52 |12 | 45|10 48| 2 |15] 0 0 0 0 0 0 0 0
10 | 7 [24] 3 |23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20 | 10 | 4 5 (46| 7 2 7 2 2 |05] 0 0 0 0 0 0 0 0
60 [ 30 |12 (64| 6 |72 | 8 3 7 (29| 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0
10 | 14 | 6,7
20 | 15 [ 838
K 30 | 15 [ 98

X: Uyanmis ¢elik sayisi( adet); Y: Ortalama Siirgiin uzunlugu (cm)

KONTROL

Sekil 4.19 Sicak su uygulamasi yapilmamis (kontrol) asma celiklerinin dikimden 30 giin sonraki
siirglin (A) ve kok gelisimleri (B).
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Cizelge 4.11 Sicak su ile muamele edilmemis ¢eliklerin denemenin 30.giiniinde uyanma durumlar
ile surgiin ve kok gelisimleri (cm)

Toplam gelik Uyanan celik Ortalama suirglin Kok gelisimi
sayis1 sayis1 uzunlugu (cm)
15 15 9,8 +

Bu verilere gore, 10.giinde sicak su uygulanmayan toplam 15 ¢elikten 14’i
uyand1 ve ortalama siirgiin uzunlugu 6,7 cm olarak 0l¢iildii, bunu takiben 20.
giinde ¢eliklerin tamam1 uyandi ve siirgiin uzunluklar1 8,8 cm, 30. glinde ise 9,8

cm oldu.

45°C

Sekil 4.20 45 °C sicaklikta su icinde farkli siirelerde (15,30,45,60 dk) tutulmus bulasik asma
celiklerinin dikimden 30 giin sonraki surgiin (A-B-C-D) ve kok gelisimleri (E-F-G-H).
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in20 gin30 giin

o]

10gin20 glin30 giin10 giin 20 giin30 giin10 gin20 giin30 glin 10 gin20 giin30 giin10

15 dakika 30 dakika 45 dakika 60 dakika Kontrol
B Uyanma Olan Celik Sayisi (Adet) B Ortalama Sirgiin Uzunlugu (cm)

Sekil 4.21 45°C sicaklikta su icinde farkli siirelerde tutulmus bulasik asma celiklerinden dikimden
10, 20 ve 30 giin sonra uyanma gosterenlerin sayilart (adet) ve siirgiin uzunluklari
(cm).

Gizelge 4.12 45 °C suda farkl1 siirelerde (dk) tutulmus asma geliklerinin denemenin 30. giniinde
uyanma durumlar ile siirgiin ve kok gelisimleri

Sire (dk) Toplam celik Uyanan celik Ortalama stirgiin Kok gelisimi
sayis1 sayis1 uzunlugu (cm)
15 15 14 7,1 +
30 15 9 3.9 +
45 15 11 6,2 +
60 15 12 6,4 +

Bu bulgulara gore, 45 °C’de farkli siirelerde sicak su uygulamasi uyanan
celik sayisi, ortalama siirgiin uzunlugu ve kok gelisimleri agisindan dikkati ¢geken

bir fark yaratmadi.
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10 gin 20 giin30 giin10 glin 20 giin 30 giin10

(in20 giin30 giin 10 giin20 giin30 gin10 giin20 giin30 glin

m

15 dakika 30 dakika 45 dakika 60 dakika Kontrol
B Uyanma Olan Celik Sayisi (Adet) B Ortalama Sirgiin Uzunlugu (cm)

Sekil 4.22 48°C sicaklikta su iginde farkli siirelerde tutulmus bulasik asma ¢eliklerinden dikimden
10, 20 ve 30 giin sonra uyanma gosterenlerin sayilar1 (adet) ve siirgiin uzunluklar
(cm).

Gizelge 4.13 48 °C suda farkl1 siirelerde (dk) tutulmus asma geliklerinin denemenin 30. giniinde
uyanma durumlari ile siirglin ve kok gelisimleri

Sire (dk) Toplam gelik Uyanan celik Ortalama surgiin Kok gelisimi
sayisi sayisi uzunlugu (cm)
15 15 12 6,8 +
30 15 11 4 +
45 15 10 5,2 +
60 15 6 7,2 -

Bu bulgulara gore, 48 °C’de genel olarak uygulama siiresi arttikgca uyanan
celik sayisi ve ortalama siirgiin uzunlugu gittik¢e azaldi, 60 dk uygulamasinda kok

gelisimi olmada.
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10gin20 glin30 giin10 giin 20 giin30 giin10 gin20 giin30 glin 10 gin 20 giin30 giin10

in20 gin30 giin

8=}

15 dakika 30 dakika 45 dakika 60 dakika Kontrol
B Uyanma Olan Celik Sayisi (Adet) B Ortalama Siirgiin Uzunlugu (cm)

Sekil 4.23 49°C sicaklikta su iginde farkli siirelerde tutulmus bulasik asma celiklerinden dikimden
10, 20 ve 30 giin sonra uyanma gosterenlerin sayilart (adet) ve siirgiin uzunluklari
(cm).

Gizelge 4.14 49 °C suda farkl1 siirelerde (dk) tutulmus asma geliklerinin denemenin 30. giniinde
uyanma durumlari ile siirgiin ve kok gelisimleri

Sure (dk) Toplam celik Uyanan celik Ortalama siirgiin Kok gelisimi
sayisi sayisi uzunlugu (cm)
15 15 14 6,4 +
30 15 13 5 +
45 15 12 4,5 +
60 15 8 3 -

Bu bulgulara gore, 49 °C’de genel olarak uygulama siiresi arttikca uyanan
celik sayisi ve ortalama siirgiin uzunlugu gittik¢e azaldi, 60 dk uygulamasinda kok

gelisimi olmada.
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50°C

Sekil 4.24 50 °C sicaklikta su icinde farkli siirelerde (15,30,45,60 dk) tutulmus bulasik asma
celiklerinin dikimden 30 giin sonraki surgiin (A-B-C-D) ve kok gelisimleri (E-F-G-H).

L L E
H BN a e
EEEEEEE D

10gin20 glin30 giin10 giin 20 glin30 giin10 giin20 giin30 glin 10 glin20 giin30

in10 giin20 gin30 giin
15 dakika 30 dakika 45 dakika 60 dakika Kontrol

B Uyanma Olan Celik Sayisi (Adet) B Ortalama Siirgiin Uzunlugu (cm)

8=}
8=}

Sekil 4.25 50°C sicaklikta su icinde farkli siirelerde tutulmus bulasik asma celiklerinden dikimden
10, 20 ve 30 giin sonra uyanma gosterenlerin sayilart (adet) ve siirgiin uzunluklari
(cm).
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Gizelge 4.15 50°C suda farkli siirelerde (dk) tutulmus asma geliklerinin denemenin 30. giniinde
uyanma durumlari ile siirgiin ve kok gelisimleri

Sare (dk) Toplam celik Uyanan celik Ortalama siirgiin Kok gelisimi
sayis1 sayis1 uzunlugu (cm)
15 15 13 8,5 +
30 15 9 31 +
45 15 10 4,8 +
60 15 7 2,9 -

Bu bulgulara gére, 50 °C’de genel olarak uygulama siiresi arttikca uyanan
celik sayis1 ve ortalama stlirglin uzunlugu gittikge azaldi, 60 dk uygulamasinda kok

gelisimi olmada.

Sekil 4.26 51 °C sicaklikta su icinde farkli siirelerde (15,30,45,60 dk) tutulmus bulasik asma
celiklerinin dikimden 30 giin sonraki surgiin (A-B-C-D) ve kok gelisimleri (E-F-G-H).
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10gin20 glin30 giin10 giin 20 giin 30 giin10 gin20 giin30 glin 10 giin 20 giin30 giin10 giin20 giin30 giin
15 dakika 30 dakika 45 dakika 60 dakika Kontrol
B Uyanma Olan Celik Sayisi (Adet) B Ortalama Sirgiin Uzunlugu (cm)

Sekil 4.27 51°C sicaklikta su icinde farkli siirelerde tutulmus bulasik asma celiklerinden dikimden
10, 20 ve 30 giin sonra uyanma gosterenlerin sayilart (adet) ve siirgiin uzunluklari
(cm).

Gizelge 4.16 51°C suda farkli siirelerde (dk) tutulmus asma geliklerinin denemenin 30. giiniinde
uyanma durumlar ile siirgiin ve kok gelisimleri

Sire (dk) Toplam celik Uyanan celik Ortalama stirgiin Kok gelisimi
sayis1 sayis1 uzunlugu (cm)
15 15 13 8,6 +
30 15 14 4.4 +
45 15 2 15 -
60 15 3 1 -

Bu bulgulara gore, 51 °C’de 45 dk’lik siireden itibaren uyanan gelik sayisi

ve ortalama siirglin uzunlugu aniden azaldi ve kok gelisimi olmadi.




66

Sekil 4.28 52 °C sicaklikta su icinde farkli siirelerde (15,30,45,60 dk) tutulmus bulasik asma
celiklerinin dikimden 30 giin sonraki surgiin (A-B-C-D) ve kok geligimleri (E-F-G-H).

16
14
12

o B S L L ]

52°C

6 b g
a
2
00 1o,

00 0p 0g 00 0

10gUn20 giin30 giin 10 glin 20 giin 30 glin10 g

n20 giin30 gln 10 giin 20 giin30 glin10 giin 20 giin30 giin

15 dakika 30 dakika 45 dakika 60 dakika Kontrol

B Uyanma Olan Celik Sayisi (Adet)

B Ortalama Strgin Uzunlugu (cm)

Sekil 4.29 52°C sicaklikta su icinde farkli siirelerde tutulmus bulasik asma celiklerinden dikimden
gosterenlerin sayilari (adet) ve siirgiin uzunluklari

10, 20 ve 30 giin sonra uyanma
(cm).
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Gizelge 4.17 52°C suda farkli siirelerde (dk) tutulmus asma geliklerinin denemenin 30. giiniinde
uyanma durumlari ile siirgiin ve kok gelisimleri

Sure (dk) Toplam gelik | Uyanan celik Ortalama stirglin Kok gelisimi
sayis1 sayis1 uzunlugu (cm)
15 15 6 6 -
30 15 4 1 -
45 15 0 0 -
60 15 0 0 -

Bu sonuglara gore, 52 °C’de sicak su uygulamasinda kok gelisimi durdu,
slirgiin gelisimi ise azaldi ve 45 dk’dan itibaren ise hig siirgiin gelisimi olmadi. Bu

veri celiklerin 52 °C’de 45 ve 60 dk’da canliliklarim yitirdigini gosterdi.

53-54-55 °C

Sekil 4.30 53-54-55 °C sicaklikta su i¢inde farkli siirelerde (15,30,45,60 dk) tutulmus bulasik asma
celiklerinin dikimden 30 giin sonraki surgiin (A-B-C-D) ve kok geligimleri (E-F-G-H).
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16

14 53-54-55°C

12

10

8

6

4

3 0g 0p 0g 0p 0Og 0g 0y 00 0 0Oy 00 0y

10gUn20 glin30 giin10 glin 20 giin30 glin10 giin20 giin30 giin 10 giin20 giin30 glin10 glin 20 giin30 giin
15 dakika 30 dakika 45 dakika 60 dakika Kontrol
B Uyanma Olan Celik Sayisi (Adet) B Ortalama Sirgiin Uzunlugu (cm)

Sekil 4.31 53-54-55°C sicaklikta su icinde farkli siirelerde tutulmus bulasik asma celiklerinden
dikimden 10, 20 ve 30 giin sonra uyanma gosterenlerin sayilar1 (adet) ve siirglin
uzunluklari (cm).

Denemenin daha yiiksek sicak su uygulama basamaklari olan 53, 54 ve 55
°C’de tim uygulama siirelerinde 30.giin sonunda dahi celiklerde uyanma ve kok
gelisimi olmadi. Buna gére, asma celiklerin canlilik esigi 52 °C’de 30 dk olarak

belirlendi.

4522 Sicak su uyqgulamasimin  bulasik asma celiklerini

etmenlerden arindirma iizerine etkisi

Sicak su uygulamasiin bulagik asma celiklerini etmenlerden arindirma
Uzerine etkisi Bolim 3.2.3.2°de belirtildigi gibi dikimden 30 giin sonra 10 celikte
yapilan izolasyonlarla saptandi. Elde edilen bulgular ilgili Cizelge 4.16°da verildi.
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Cizelge 4.18 Farkli sicakliktaki su ic¢inde farkli siirelerde tutulmus 10 adet bulagik asma

geliklerinde dikimden 30 giin sonra 10 adet yapilan izolasyonlar sonucunda saptanan
hastalik etmenleri (adet).

Siire (Dakika)
15 30 45 60
Pcl* | Pm* | Pcl+Pm | Pcl | Pm | Pcl+Pm | Pcl | Pm | Pcl+Pm | Pcl | Pm | Pcl+Pm
45 4 | - 3 5| - 1 3|3 - - |5 1
48 3 |2 1 2 | - 3 - - 4 - |3 -
|49 1| - 5 11 3 - - - - - -
(@)
°_ |50 2 4 - 1] 2 2 - - - - - -
= |51 2 | 3 2 2|3 - - |- - - |- -
<
S |52 2 1 - - | - - -] - - - | - -
w
53 - - - - |- - - | - - - | - -
54 -] - - -] - - - - - - - -
55 - | - - -] - - - - - - - -
S | Hastalikh | 2 - 5
=]
[=
S [ saghkh - - -

*Pm: Phaeoacremonium oleophilum, Pcl: Phaeomoniella chlamydospora

Bu verilere gore; sicak su uygulamasi yapilmayan toplam 10 celikten 3

adedi temiz, 77 si ise Pm ve Pcl etmenleri ile enfekteli bulundu.

Sicak su uygulamalarinda ise, toplam 10 ¢elikten;

50°C /15 dk kombinasyonunda 6 celik, 30 dk’da 5 celik, 45 dk’da 4
celik belirtilen etmenlerle enfekteli bulundu; 60 dk’ da ise herhangi bir

etmen izole edilmedi.

51°C/15 dk kombinasyonunda 7 celik, 30 dk’da 5 celik, 45 ve 60 dk’da
ise herhangi bir etmen izole edilmedi.

Celiklerin canliliklarini stirdiirebildigi son sicaklik derecesi olan
52°C’de ise, 15 dk’da 3 celik belirtilen etmenlerle enfekteli
bulunurken, 30, 45 ve 60 dakikalik uygulama siirelerinde herhangi bir

etmen izole edilmedi.

Celiklerin canliliklarin1 kaybettigi 53, 54 ve 55°C’de tiim uygulama

strelerinde herhangi bir etmen izole edilmedi.
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Bu uygulamalardan geri kalan ve saksida iklim odasinda gelismeye

birakilan 5’er

celikte

sicak

su uygulamasindan

degerlendirmeler ise Cizelge 4.19 ve Sekil 4.32°de verildi.

1 yil

sonra Yyapilan

Cizelge 4.19 Farkli sicakliktaki su i¢inde farkli siirelerde tutulmus 5 adet bulasik asma celiklerinde

dikimden 1 yil sonra yapilan izolasyonlar sonucunda saptanan hastalik etmenleri (adet).

Siire (Dakika)

15 30 45 60
Pcl* | Pm* | Pcl+Pm | Pcl | Pm | Pcl+Pm | Pcl | Pm | Pcl+Pm | Pcl | Pm | Pcl+Pm
45 2 - 1 2 - 1 2 - 1 1 2 -
48 1| - - 1| - 1 -] 2 - - |3 -
__ |49 - | 2 - -1 1 - - - - - -
(®]
>[50 1] 2 - 1|2 - - - - - - -
= |51 1] 1 1 - - 2 - - - - - -
*r‘u
S |52 - |2 - - - - -] - - -] - -
(%)
53 - - - - |- - - | - - - | - -
54 -] - - - - - - - - - - -
55 -] - - -] - - -] - - -] - -
'S | Hastalikli 3 - -
=]
c
S [ saghkh - - -

*Pm: Phaeoacremonium oleophilum, Pcl:

Phaeomoniella chlamydospora

Bu verilere gore; sicak su uygulamasi yapilmayan toplam 5 ¢elikten 2 adedi

temiz, 3’ U ise Pcl etmeni ile enfekteli bulundu.

Sicak su uygulamalarinda ise, toplam 5 celikten;

- 50°C/15 dk kombinasyonunda 3 celik, 30 dk’ da 3 celik, 45 ve 60
dk’da ise herhangi bir etmen izole edilmedi.

- 51°C/15 dk kombinasyonunda 3 celik, 30 dk’da 2 celik, 45 ve 60 dk’da

ise herhangi bir etmen izole edilmedi.

- Celiklerin canliliklari1 siirdiirebildigi son sicaklik derecesi olan
52°C’de

ise,

15 dk’da 2 celik belirtilen etmenlerle enfekteli
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bulunurken, 30, 45 ve 60 dakikalik uygulama siirelerinde herhangi bir
etmen izole edilmedi.

- Celiklerin canliliklarin1 kaybettigi 53, 54 ve 55°C’de tiim uygulama

strelerinde herhangi bir etmen izole edilmedi.

Sekil 4.32 Farkli sicaklik ve slrelerde su iginde tutulmus bulasik asma celiklerinin dikimden 1 yil

sonraki canli kalan celiklerin durumu (A. Kontrol, B. 45°C, C. 48°C, D. 50°C, E. 51
°C, F. 52°C).
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5. TARTISMA

Bu tez calismasi, Ege Bolgesi Manisa, Denizli ve Izmir illerindeki 6zel ve
resmi fidanliklar ile iretici baglarinda kompleks bir belirti tablosuna sahip Kav ve
Petri hastaliklarina yol agan fungal etmenlerin varligim1 klasik izolasyon ve
molekiiler yontemleri kullanarak saptamak ve bu etmenlerin hastalik tablosundaki
rollerini ve paylarin1 kesinlestirmek, Petri hastaliginin yayilmasinda fidanliklarin
rolinii belirlemek, bu hastaliklarin savasiminda sicak su uygulamasinin
etmenlerin miseliyal gelisimine, bulasik asma g¢eliklerinin gelisimlerine ve
celikleri bu etmenlerden arindirma iizerine etkisini saptamak amaciyla planlanmis

ve yluritilmiistiir.

Calismanin asma fidanliklar1 ile gen¢ ve yash baglarda yiiriitiilen saha
calismalar1 sirasinda Esca ve Kav hastaliklarinin tipik belirtileri arastirilmis ve
belirtiler fotograflarla kaydedilmistir. Alinan 6rnekler ise laboraturda kapsamli

olarak incelenmistir.

Asma fidanliklarindan alinan bélgede en ¢ok fliretimi yapilan gesitlere
(Yuvarlak Cekirdeksiz, Alphonse Lavaillée, Superior Seedless, Merlot, Cabernet
Sauvignon) ait drnekler iizerinde yapilan makroskobik gozlemlerde herhangi bir
belirti gozlenmemistir. Ancak fidanlarin gévdelerinden enine kesitler alindiginda
ksilem dokularinda siyah noktaciklar ve bu noktaciklarin birlesmesiyle de
kahverengi- siyah ¢izgiler belirlenmis, birka¢ dakika i¢inde ise bu kisimlardan
koyu amber-siyah renginde sivi ¢ikisi gozlenmistir. Boyuna Kesitlerde ise bu
kisimlarin ksilemde boylamasina ¢izgi seklinde nekrozlar seklinde oldugu
kaydedilmistir (Bkz. Sekil 4.1). Bu belirtiler, Mugnai et al. (1999) ve Mostert et
al., (2006a)’dan alman ve Sekil 5.1°de verilen asma fidanlarindaki belirtiler ile
paralellik goOstermekte ve tarafimizdan yapilan belirti tarifleri de literatiirle
uyumluluk goéstermektedir (Surico, 2001; Penn, 2001; Surico et al.,2006; White,
2010). Bu belirtiler Petri hastaliginin tipik belirtileridir.
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(Mugnai et al., 1999)

Sekil 5.1 Petri hastaligimin asma fidanlarindaki enine (A-B) ve boyuna (C) Kkesitlerindeki
belirtileri.

Asma fidanlarinda yukarida tarif edilen belirtileri tagiyan bu dokulardan
yapilan izolasyonlar sonucunda Petri hastaligina neden olan Phaeoacremonium
oleophilum (Pm) ve Phaeomoniella chlamydospora (Pcl) izole edilmistir (Bkz.
Cizelge 4.1). Ornek alinan cesitlere gore herhangi bir farklilik gozlenmemistir.
S6z konusu etmenlerin Ege Bolgesi’ ndeki asma fidanliklarindaki varligi bu
calisma ile ortaya konmus ve bu bulgu iilkemiz i¢in ilk kayit olmustur. Burada
ilging olan bir diger husus da, asma fidanliklarindan alinan Grneklerde Petri
hastalig1 etmenleri saptanirken Kav hastaligi etmenlerinin saptanmamis olmasidir.
Diger Ulkelerde yapilan pek ¢ok calismada da asma fidanlarinda Petri hastaligi
saptandig1 ve hastalifin bolgeler arasinda yayilmasinda bulasik as1 kalemi, ¢elik
gibi {iretim materyallerinin ve dolasiyla fidanlarin biiyiilk rol oynadigi
bildirilmektedir (Scheck et al., 1998; Stamp, 2001; Retief et al., 2006; Aroca et
al., 2006; Gimenez-Jaime et al., 2006). Bu da, Petri hastaligina neden olan
etmenlerin Gretim materyallerinin temin edildigi 1-2 yillik siirgiinlere kadar

ulastigini, ancak Kav hastalig1 etmenlerinin ana gévdede kaldigini géstermektedir.

Fidanliklarda yapilan bu tespitlerden sonra Manisa, Denizli ve Izmir
illerinde en ¢ok yetistiriciligi yapilan Yuvarlak Cekirdeksiz tiziim ¢esidi ile kurulu

geng ve yasl baglarda caligmalar devam etmistir.

Geng baglarin asmalarinda yapilan 6rneklemelerde makroskobik gbézlemler
sirasinda bazi asmalarda yaprak ve tiziim danelerinde hastalik belirtileri gériilmiis,
bu belirtilerin yasli baglardaki asmalarda gorilen belirtilere benzedigi fark
edilmistir (Bkz, Sekil 4.5 ve 4.8). Gen¢ asmalardan aliman govde orneklerinin

enine kesitlerinde ksilem dokularinda siyah noktaciklar ve bu noktaciklarin
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birlesmesiyle olusan ¢izgiler goriilmiis, birka¢ dakika i¢inde ise bu kisimlardan
koyu amber-siyah renginde sivi ¢ikisi gozlenmistir. Boyuna kesitlerde ise bu
kisimlarin  ksilemde boylamasina ¢izgisel nekrozlar seklinde devam ettigi
belirlenmistir. Anlasilacag: tizere, bu belirti tablosu fidanlarda gozlenen ve Petri

hastaligina isaret eden belirti tablosu ile benzesmektedir.

Geng asmalarda bu belirtilere ilaveten bazi drneklerin enine kesitlerinde ise
0z kisminin etrafindaki ksilem dokusunda beyaz ciiriikliik seklinde agik renkli,
yumusak dokulu, kavlamis bir kisim oldugu ve bu kismin koyu renkli, sert dokulu
bir kusak ile ¢evrilmis oldugu kaydedilmistir (Bkz. Sekil 4.3). Bu belirtiler Luque
et al. (2009), White (2010) ve Andolfi et al. (2011)’dan alinan ve Sekil 5.2°de
verilen gen¢ asmalardaki Petri ve Kav hastaliginin belirtileri ile benzesmekte
ayrica ve belirti tarifleri de literatiirle uyumluluk gdstermektedir (Morton, 1999;
Larignon, 1999; Surico, 2001; Penn, 2001; Surico et al., 2006; White, 2010;
Kuntzmann, 2012; Lecomte et al., 2012).

Sekil 5.2 Geng asmalarda Petri ve Kav hastaliginin enine kesitlerindeki belirtileri A-B-C) (Luque
et al., 2009; White, 2010; Andolfi et al., 2011).

Geng¢ asmalarda yukarida tarif edilen belirtileri tasiyan bu dokulardan
yapilan izolasyonlar sonucunda beyaz ¢iiriikliik gosteren kavlamis kisimdan ve bu
kismin etrafin1 ¢eviren koyu renkli, sert yapili dokudan Kav hastaligina neden
olan Fomitiporia mediterrenea (Fom), diger kisimlardan ise Petri hastaligina
neden olan Pm ve Pcl izole edilmistir (Bkz. Cizelge 4.2). Elde edilen bulgular ve
belirti tarifleri literatirle paralellik géstermektedir (Larignon, 1999; Luque et al.,
2009; White, 2010).
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Larignon (1999), asma govdesinin enine kesiti olarak kabul ettigi semada
(Sekil 5.3), hastalik belirtilerini ve bu belirtilerden elde edilen etmenleri
gOstermistir. Bu semada sirasiyla asma ksilem dokusunda once siyah noktaciklar
seklinde belirtiler ortaya ¢iktigi, sonra bu noktaciklarin birlesmesiyle siyah
cizgilerin belirdigi, bu belirtilere Pcl etmeninin neden oldugu, sonra ksilemden 6z
dokusuna kadar ilerleyen lggen seklinde koyu renkli nekrozlarin gézlendigi, bunu
takiben nekrozun tamamen daire seklini aldig1 ve bu belirtilere Pm ile birlikte Pcl
etmeninin de neden oldugu, daha sonraki sekillerde ise dokuda sar1 renk ile
gosterilmis beyaz bir cliriikliigiin meydana geldigi ve bu belirtiye Fom etmeninin

yol agtig1 gosterilmektedir.

A B Pel C D Pcl E

. v ; ARt 5 o2t
RS IO VRnE N BRI @
- " ‘I 'jl"_r.

A\

e -

Fom
Fom

Pl Pm Pm Pel+Pm Pcl+Pm

(Larignon, 1999)

Sekil 5.3 Asmalarin gévdelerinin enine kesitindeki Petri ve Kav hastalifina neden olan etmenlerin
olusturduklart belirti tiplerinin sematik goriintiisii (A-B-C-D-E) (Larignon, 1999).

Yasli asmalardan alinan 6rneklere ait makroskobik gézlemlerde yapraklarda
tipik belirtiler goriiliirken iizlim danelerinde belirtilere nadiren rastlanmistir. Bu
asmalarin govde ve kollarindan alinan enine kesitlerde 6z kismu ile birlikte ksilem
dokusunda yumusak dokulu, kavlamis, agik renkli bir beyaz ¢iiriikliik, bu kismin
cevresinde ise koyu renkli, sert dokulu bir kusak halkasi oldugu goriilmiis, bu
belirtiler yaninda, yine ksilem dokusunda koyu renkli nekrotik alanlar
saptanmustir (Bkz. Sekil 4.4). Bu belirti tablosu, White (2010)’dan alinan ve Sekil
5.4’ de verilen yagli asmalardaki Petri ve Kav hastaliginin belirtileri ile paralellik
gostermekte ve belirtilerin tarifleri de literatiirle uyumluluk iginde bulunmaktadir
(Karaca, 1965; Onogur, 1995; Mugnai et al., 1999; Morton, 1999; Larignon,
1999; Surico 2001; Penn, 2001; White, 2010).



76

(Whites2010)

Sekil 5.4 Yagh asmalarda Kav ve Petri hastaliginin enine (A-B-D) ve boyuna (C) kesitlerindeki
belirtiler (White, 2010).

Yagh asmalarda yukarida tarif edilen belirtileri tasiyan bu dokulardan
yapilan izolasyonlar sonucunda beyaz c¢iiriikliigiin oldugu kavlamis kisimdan Kav
hastaligina neden olan Fom, bu kismin etrafin1 ¢eviren koyu renkli, sert yapili
dokudan ise Petri hastaligina neden olan Pm ve Pcl izole edilmistir (Bkz. Cizelge
4.3). Ege Bolgesi baglarinda Erkan ve Larignon (1998) tarafindan Kav hastaligi
ile ilgili yapilan son ¢alismada Kav hastaliginin yaprak belirtilerinin goriildigi
yasli asmalardan Ste, Ph, Pm ve Pcl etmenleri saptanmis ve son iki etmen
yapraktaki belirtilerin benzerligi nedeniyle Kav hastalig: ile iliskilendirilmistir.

Ancak bu yayinda Petri hastaligina deginilmemistir.

Bu calismada ise, gen¢ baglardan alinan 6rneklerde agirlikli olarak Petri
hastaligina neden olan etmenlerden Pm ve Pcl saptanirken, yasli bag drneklerinde
ise agirlikli olarak Kav hastaligi etmenlerinden Fom saptanmistir. Erkan and
Larignon’un (1998) yash baglarda saptadiklar1 Ste ve Ph etmenleri kendi
calismamizda saptanmamistir. Ste etmeninin saptanmamasinin nedeni olarak
bolgemizde Kav tablosunda bu etmenin Onemli roliiniin olmadig akla
gelmektedir. Ayrica FOm etmeninin bu etmeni baskilamasi da miimkiin
gorilmektedir. Ph etmeninin ise bazi c¢alismalarda isimlendirmesinin hatali

oldugu, bu etmenin aslinda Fom oldugu, bazi yayinlarda ise bunun tam net olarak
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belirtilmedigi gorilmektedir (Fischer, 2002). Ancak son yapilan g¢aligmalarda,
Sekil 5.2, 5.3 ve 5.4°deki belirtileri tasiyan gen¢ ve yasli asmalarda Fom, Pm ve
Pcl etmenlerine yer verilmektedir (Surico, 2000; Surico 2009; White, 2010). Bu

yayinlarda Ph etmeninin adinin gegmedigi dikkati ¢gekmektedir.

Inceledigimiz baglarda Kav ve Petri hastaliklarinin belirti tablosu yaprak
damar aralarinda once klorotik agilmalar, daha sonra bu lekelerin birleserek
sarims1 kahverengi veya kizil kahverengi renklerde nekroze olmalari ve daha
sonra yapraklarin su kaybi sonucu kurumalar1 seklinde ortaya ¢ikmaktadir (Bkz.
Sekil 4.5). Bu belirtiler White (2010)’dan alinan ve Sekil 5.5’de goriilen yash
asmalardaki Petri ve Kav hastaliginin yaprak belirtileri ile paralellik gostermekte
ve belirtilerin tarifleri de literatiir kayitlarina uymaktadir (Karaca, 1967; Onogur,
1995; Mugnai et al., 1999; Morton, 1999; Larignon, 1999; Surico et al., 2006;
White, 2010).

(White, 2010) | N (Whit®2016)4

Sekil 5.5 Gezr(l)c;lg)e yasl asmalarda Kav ve Petri hastaliinmn yaprak belirtileri (A-B-C) (White,

Inceledigimiz baglardaki hasta asmalarin salkimlarindaki {iziim danelerinin
yiizeyinde koyu mor, nokta seklinde lekeler goriilmiis ve bu lekelerin salkimin
tim tanelerini kaplayabildigi kaydedilmistir (Bkz. Sekil 4.8). Bu tablodaki
belirtiler, Rooney-Latham et al. (2005). Eskalen et al. (2005) ve Vasquez’den
(2012) alman ve Sekil 5.6’da verilen Petri ve Kav hastaliginin  iiziim
danelerindeki belirtileri ile paralellik gostermekte ve belirtilerin tarifleri de
literatiire uymaktadir (Karaca, 1967; Mugnai et al., 1999; Rooney-Latham et al.,
2005; Eskalen et al., 2005; Vasquez, 2012; White, 2010).



Sekil 5.6 Geng¢ ve yash asmalarda Kav ve Petri hastaliginin {izim danelerindeki belirtileri
(Rooney-Latham et al., 2005; Eskalen et al., 2005; Vasquez, 2012).

Gortildiigii gibi bu iki hastaligin yapraktaki ve liziim danelerindeki belirtileri
benzemekte, ancak odun dokusunda beyaz ¢ilriikliik seklinde kavlama ve
kahverengi ¢izgi olmak tlizere farkli 2 belirti tipi ortaya ¢ikmaktadir. Bu belirti
benzerligi ve etmenlerin bir arada olmasi nedeniyle, arastiricilar arasinda Esca
“bir hastalik kompleksi mi?”, yoksa “hastaliklarin kompleksi mi?” diye iki teori
iizerinde farkli goriisler ortaya konmustur. Ilk baslarda, birka¢ fungal etmenin
neden oldugu ve diger faktorlerin de bir arada olabildigi bir hastalik kompleksi
olarak diisiiniilmiis, ancak daha sonraki ¢aligmalarla en az iki hastaligin kompleksi
oldugu kabul edilmistir. Boylece “Esca” Kav ve Petri hastaliginin bir arada
olabildigi bir hastalik kompleksi olarak kabul edilmistir (Larignon and Dubos,
1997; Graniti et al., 2000; Surico, 2001; Surico 2009; White, 2010). Bu nedenle
“Esca”, Kav ve Petri hastaliklarinin birlikte anildig1 bir hastalik olarak literatiirde

yer almaktadir.

Kav ve Petri hastaliklarina neden olan fungal etmenlerin tanis1 morfolojik
olarak yapilabilmektedir. Ancak, tiirler arasindaki benzerliklerden dolay1 ve daha
kisa siirede kesin olarak tanilanabilmeleri amaciyla son yillarda molekiiler

yontemler agirlik kazanmaktadir.

Bu caligmada etmenlerin tanisin1 kiyaslama amaciyla hem morfolojik hem
de molekiiler yontemlerle yapilmistir. Fom, Pm ve Pcl etmenlerinin makroskobik
ve mikroskobik 6zelliklerine gére tanisi, Kaliforniya Universitesi’nden Dr. Akif
Eskalen ve Dr. Jose Ramon Urbez-Torres tarafindan gonderilen tanilanmig

referans izolatlar yardimiyla ve literatiirle karsilastirilarak yapilmistir.
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Pcl’'nin makroskobik 6zellikleri; koloniler ortama yapisik, seyrek sekilde
havai hifler, koyu zeytin yesili renkte, yavas gelisir. Mikroskobik ozellikleri ise
hifleri bélmeli ve dalli, yesil renkte, 2.0-5.0 um genisligindedir. Konidileri elips
dikdortgen seklinde, kenarlar1 oval ve 1.5-5.0 X 1.0-2.0 um boyutlarinda, renksiz,
klamidospor nadiren olusur (Bkz. Sekil 4.9) (Crous and Gams, 2000; Fischer and
Kassemeyer, 2003). Bu ¢calismada ise makroskobik 6zellikler ayni olmakla birlikte
konidilerin boyutlar1 2.5-5.0 X 1.5-2.0 um saptanmustir.

Pm’un makroskobik 6zellikleri; koloniler ortama yapisik, hifler havai,
grimsi-kahverengi renkte, yavas gelisir. Mikroskobik o6zellikleri ise hifleri bolmeli
ve dalli, acik kahverengi renkte, 1.5-4.0 um genisligindedir. Konidiler; elips
dikdortgen seklinde, kenarlar1 oval ve 3.0-6.0 X 1.5-2.5 um boyutlarinda, renksiz,
klamidospor yoktur (Bkz. Sekil 4.8) (Mostert et al, 2006b; Fischer and
Kassemeyer, 2003). Bu ¢calismada ise makroskobik 6zellikler ayni olmakla birlikte
konidilerin boyutlart 3.0-5.5 x 1.5-2.0 um saptanmustir.

Fom’nin makroskobik &zellikleri; koloniler pamuksu, hifleri havai, turuncu-
kahverengi renkte, yukarida belirtilen etmenlere goére daha hizli gelisir.
Mikroskobik ozellikleri ise hifler; bolmeli ve dalli, turuncu- kahverengi renkte,
1.5-5.5 pum genisligindedir, konidi yoktur (Bkz. Sekil 4.10) (Fischer, 2002;
Fischer and Kassemeyer, 2003). Bu ¢alismada ise makroskobik 6zellikler ayni

olmakla birlikte hiflerin genisligi 1.6- 4 pm saptanmistir.

Bu etmenlerin molekiiler tanisi ise ITS primerleri kullanilarak PCR yontemi
ile yapilmigtir. Pm’un molekiiler tanisinda Dupont et al. (2002)’a gore ITS4-1TS5
primerleri ile PCR yapilmis ve 610bp uzunlugunda bant elde edilmistir. Pcl’nin
molekiiler tanisinda Retief et al. (2005) ve Groenewald et al. (2000a)’a gore Pcll1-
Pcl2 primerleri ile PCR yapilmis ve 325 bp uzunlugunda bant elde edilmistir.
Fom’ nin tanisinda ise Pilotti et al. (2005)’a gore ITS4-1TS5 primerleri ile PCR
yapilmis ve 740 bp uzunlugunda bant elde edilmistir. Elde edilen bu sonuglar

referans alinan literatiirde elde edilen bant uzunluklari ile benzerlik gostermistir.

Tez calismamizda elde ettigimiz Petri ve Kav hastaligi etmenlerinin

(Cizelge 5.1) ne zaman ve hangi sirayla asmaya yerlestikleri, gerek elde ettigimiz
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bulgular ve gerekse Surico (2001)’nun verdigi semanin tarafimizdan modifiye

edilmis sekli yardimiyla Sekil 5.7°de agiklanmaya calisilmistir.

Cizelge 5.1 Asma fidani ile geng ve yasli asmalarda saptanan fungal etmenler.

Asma Geng Yash Uretim
Fungal Etmenler Fidam Asma Asma Materyali
Phaeomoniella chlamydospora (Pcl) X X X
Phaeoacremonium oleophilum (Pm) X X X
Fomitiporia mediterrenea (Fom) - X X -

Fomitiporia punctata (Fop) - - - -
Phellinus igniarius (Ph) - - - -
Stereum hirsitum (Ste) - - - -

Bu verilere gore;

a. Petri hastalig1 ana bitkiden alinan iiretim materyali ile gelebilir. Sonugcta
bagda gelisen fidan ve geng bitki hastaliklidir. Bu bitki ya 6liir ya da sadece Petri
hastaligini tagiyarak 6mriine devam eder. Ancak bu arada Kav hastaligi da tabloya

(Petri hastaligina) istirak edebilir ve bitki iki hastalig1 birlikte tagir.

b. Ana bitkiden alinan iiretim materyali sagliklidir, ancak fidanlikta Petri
hastalig1 ile karsilasir. Bu fidan baga dikildiginde geng bitkide hastalik devam
eder. Bu bitki ya oliir ya da sadece Petri hastaligini tagiyarak 6mriine devam eder.
Ancak bu arada Kav hastalig1 da tabloya (Petri hastaligina) istirak edebilir ve bitki
iki hastalig1 birlikte tagir.

C. Ana bitkiden alinan {iretim materyali sagliklidir, bundan iiretilen fidan da
sagliklidir, Ancak baga dikilen fidan bagda Petri hastalig1 ile karsilasir. Bu bitki
ya Oliir ya da sadece Petri hastaligin1 tasiyarak dmriine devam eder. Ancak bu
arada Kav hastaligi da tabloya (Petri hastaligina) istirak edebilir ve bitki iki
hastalig birlikte tagir.

d. Ana bitkiden alinan iiretim materyali sagliklidir, bundan uUretilen fidan ve
bagdaki geng bitki de sagliklidir. Bu bitki ya saglikli olarak émriine devam eder
ya da sonraki donemde sadece Kav veya sadece Petri hastaligi ile karsilasir ya da

her ikisine de yakalanir.
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Sonug olarak; asma fidanlarinda Petri hastaligi, gen¢ asmalarda agirliklh
olarak Petri hastalig1 goriiliir, ancak Kav hastaligi da sonradan istirak edebilir.
Yasli asmalarda ise agirlikli olarak Kav hastalig1 goriiliir ancak Petri hastaligi da
sonradan budama yaralarindan giris yaparak tabloya istirak edebilir. Sonucta bu
asmadaki hastalik toptan ESCA olarak adlandirilir, boylelikle ESCA iki hastaligin
bir arada oldugu bir hastalik kompleksi olarak kabul edilir.
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Sekil 5.7 Kav ve Petri hastaligina neden olan etmenlerin asmaya yerlestikleri sira ve zamani
(Surico, 2001).

Kav hastaliginin miicadelesi epidemiyolojisi tam bilinmediginden zordur.
Gegmiste hastalik geleneksel ve ilkel yontemlerle Onlenmeye calisilmistir
(Rumbos and Rumbou, 2001). Kav hastaligiin kimyasal miicadelesinde ise
sodyum arseniyat tek etkili kimyasal olarak kullanilmigtir. Ancak bu kimyasalin
kanserojenik ve toksik oldugu saptanarak 2001 yilinda yasaklanmistir.

Giliniimiizde hastaligin etkili bir kimyasal miicadelesi yoktur. Bu nedenle kiiltiirel
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Onlemler hastalikla miicadelede 6ne ¢ikmaktadir (Mugnai et al., 1999; White,
2010).

Petri hastalifinin miicadelesinde temel amac¢ fidanlik tesisinde ve fidan
iiretiminde ise temiz, saglikli anag ve kalemle baslamaktir. Bu nedenle hastaliktan
ari, temiz (retim materyali eldesine iligkin yontemler iizerinde c¢aligmalar
yogunlagmaktadir. Bu c¢alismalar arasinda iiretim materyaline sicak su
uygulamasi, kimyasal ve biyolojik fungisit uygulamalar1 yer almaktadir (Edwards
et al., 2000; Crous et al., 2001; Fourie and Halleen, 2006; Gramaje et al., 2010).
Bu ¢alismalar disinda; Petri hastalifi etmenlerinin sporlarinin yara yerlerinden
giris yaparak enfeksiyona neden olmasi gergeginden hareketle (Mutawila et al.,
2011a; 2011b), yara yerlerini korumak amaciyla alternatif maddeler, kimyasal ve
biyolojik fungisitlerle de denemeler yapilmistir. Bu miicadele yontemleri disinda
ozellikle kiiltiirel Onlemlerin titizlikle uygulanmasina da yer verilmektedir

(Mugnai et al., 1999; Surico et al., 2000).

Bu ¢alismada sicak su uygulamasimin gerek fidanlarda ve gerekse geng ve
yasli baglarda varliklarimi1 saptadigimiz Phaeoacremonium oleophilum (Pm)
Phaeomoniella chlamydospora (Pcl) ve Fomitiporia mediterrenea (Fom)’nin in
vitro miseliyal gelisimine etkisi ile bu uygulamanin bulagik asma g¢eliklerinin

canliliklarina ve ¢elikleri etmenlerden arindirma tlizerine etkisi arastirilmistir.

Elde ettigimiz bulgulara gore, her {i¢ etmenin de artan su sicakliklarinda
zamana kars1 gelisimi gittikce azalmakta, ancak Pcl etmeni 53 °C’, 15 dakika
stirede dahi kontrole gore yaklasik % 20 oraninda bir gelisme gosterebilmektedir.
Bunu izleyen 30 dk./ 50, 51, 52 ve 53°C’deki uygulama basamaklarinda bu
etmenin gelisimi sirasiyla yaklasik %49; %68, %75 ve %88 oraninda
etkilenmekte, daha yukar1 kombinasyonlarda ise gelisme tamamen durmaktadir
(Bkz. Cizelge 4.7). Gramaje et al. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada da Pcl
etmeninin 53 °C sicaklig1 tolere edebildigi bildirilmektedir.

Pm etmeni 54-55 °C’de 15 dk siirede dahi kontrole gore yaklasik % 60
oraninda bir gelisme gosterebilmektedir. Bunu izleyen 30 dk/ 50, 51, 52, 53 ve

54°C’deki uygulama basamaklarinda bu etmenin gelisimi sirastyla yaklasik %20,
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%26, %32, %40, %59 oraninda etkilenmekte, daha yukar1 kombinasyonlarda ise
gelisme tamamen durmaktadir (Bkz. Cizelge 4.8). Gramaje et al. (2010)
tarafindan yapilan ¢alismada da Pm 54 °C* de 60 dk uygulamasinda miseliyal

gelisimleri tamamen engelledigi bildirilmektedir.

Fom etmeni ise 52 °C’, 15 dakika siirede dahi kontrole gore yaklasik % 17
oraninda bir gelisme gosterebilmektedir. Bunu izleyen 30 dk/ 50, 51 ve 52 °C’deki
uygulama basamaklarinda bu etmenin gelisimi sirasiyla yaklasik %52, %66 ve
%91 oraninda etkilenmekte, daha yukar1 kombinasyonlarda ise gelisme tamamen
durmaktadir (Bkz. Cizelge 4.9). Bu etmen ile ilgili bu konuda herhangi bir

calismaya rastlanmamustir.

Bu sonuglara gore, etmenlerin in vitro gelismeleri belirli sicaklik/siire
kombinasyonlarindan itibaren tamamen durmaktadir. Genel olarak bakildiginda
etmenlerin gelismesi 30-60 dk / 53-54 °C araliginda (bandinda) durmaktadir. Elde
edilen esikler literatiirle uyum i¢indedir. Ancak anilan esiklerde gelismesi duran
etmenlerin tekrar besi ortamina alinip optimal kosullarda gelismeye terk

edilmeleri halinde nasil davranacaklar ¢alismamizda incelenmemistir.

Dormant asma ¢eliklerinin gelismeleri sicak su/siire kombinasyonlarinda
incelendiginde; 45 °C’de farkli siirelerde sicak su uygulamasi kontrole gore
uyanan ¢elik sayisi, ortalama siirgiin uzunlugu ve kok gelisimleri agisindan
dikkati ceken bir fark yaratmazken, belirli bir esikten sonra kok ve siirgiin
gelisimlerinin yavasladigi, daha iist seviyelerde ise gozlerin canliligini yitirdigi ve
kok gelisiminin zayifladig: goriilmiistiir. Celiklerde 52°C/30 dk kombinasyonunda
celiklerde az da olsa geliklerde uyanma goriiliirken kok gelisimi olmamustir, bu
derecenin daha uzun sureleri olan 45 ve 60 dk’da ¢elikler canliliklarini yitirmeye
baslamakta, 53, 54, 55 °C/ 15, 30, 45, 60 dk siire kombinasyonlarinda ise 30.gin
sonunda dahi artik higbir gelisme gostermemektedirler (Bkz. Bolim 4.5.2).
Boylelikle, asma celiklerinin canlilik esigi 52 °C’de 30 dk olarak belirlenmis

olmaktadir.

Bu iki testten sonra, sicak su/siire kombinasyonlar1 etmenlerle bulagik

oldugu bilinen dormant celikler iizerinde de uygulanmis ve boylelikle celikleri
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etmenlerden tamamen arindirabilecek veya en azindan birisini bertaraf edebilecek
uygun bir kombinasyon eldesi amaglanmistir. Kontrole gore sicak su uygulamasi
yapilan ¢eliklerde etmenlerin bulunma orani daha diisiik olmustur (Bkz. Cizelge

4.18 ve 4.19).

Sicak su uygulamasi yapilan ve yapilmayan 10’ar adet bulasik asma
celiginden dikimden 30 giin sonra izolasyonlar gerceklestirilmis ve uygulama
yapilmamis toplam 10 ¢elikten 3 adedi temiz, 7’si ise Pm ve Pcl etmenleri ile
enfekteli bulunmustur. Sicak su basamaklarmdan 50 ve 51 °C’de; 15 dk sirede
sirastyla 6 ve 7 cgelik; 30 dk silirede sirastyla 5’er celik; 45 ve 60 dk’ da ise
herhangi bir etmen izole edilmemistir. Bu sicakligin bir {ist basamaginda, 52
°C’de; 15 dk siirede 3 celik belirtilen etmenlerle (Pm ve Pcl) enfekteli
bulunurken, 30, 45 ve 60 dakikalik uygulama siirelerinde herhangi bir etmen izole
edilmemistir. Celiklerin canliliklarim kaybettigi 53, 54 ve 55°C’de tim uygulama
stirelerinde ise herhangi bir etmen izole edilmemistir. Gortildigi gibi; kontrole
gore sicak su uygulamasi yapilan geliklerde 30 giin sonunda yapilan izolasyon
sonuglarina gdre etmenlerin bulunma oran1 en diisiik olan 50°C’de 45 dk, 51°C’de
45 dk ve 52 °C’de 15dk kombinasyonlarinin uygulandigi celiklerin dikimden
sonraki gelisimlerinde problemler olmustur. 50-51 °C/ 30 dk kombinasyonlarinda
ise Pcl %58, Pm’ in ise %43 oraninda arindirildigi goriilmektedir. Buna gore;
uyanan celik sayisi, ortalama silirgiin uzunlugu ve kok gelisimleri ile birlikte
hastalik etmenlerinden arindirma oranlarma bakildiginda 50-51 °C/ 30 dk

uygulamalari en uygun sicaklik/siire kombinasyonudur.

Sicak su uygulamasi yapilan ve yapilmayan 5’er adet bulasik asma celigi
iklim odas1 kosullarinda 1 yil siireyle saksilarda gelismeye birakilip bu siirenin
sonunda izolasyona tabi tutulduklarinda, kontrolde toplam 5 celikten 2 adedi
temiz, 3’0 ise Pcl etmeni ile enfekteli bulunmustur. Sicak su basamaklarindan 50
ve 51 °C’de; 15 dk siirede sirasiyla 3’er; 30 dk siirede sirastyla 3 ve 2 celik Pm ve
Pcl etmenleri ile bulasik bulunurken 45 dk ve 60 dk siirelerde ise herhangi bir
etmen izole edilmemistir. Bir iist sicaklik basamagi olan 52 °C’de ise; 15 dk
strede 2 celik belirtilen Pm etmeni ile enfekteli bulunurken, 30, 45 ve 60
dakikalik uygulama siirelerinde herhangi bir etmen izole edilmemistir. Celiklerin

canliliklarin1 kaybettigi 53, 54 ve 55°C’de, tim uygulama siirelerinde ise herhangi
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bir etmen izole edilmemistir. Goriildiigii gibi; dormant asma celiklerine sicak
su/stire kombinasyonlarinin uygulamasi sonunda dikimi yapilan bu ¢eliklerin 30
giin ve 1 yil sonunda yapilan izolasyon sonuglar1 arasinda paralellik so6z
konusudur. 50-51 °C/ 30dk kombinasyonlarinda ise Pcl %66, Pm’un ise %33
oraninda arindirildigr goriilmektedir. Buna gore; uyanan ¢elik sayisi, ortalama
stirglin uzunlugu ve kok gelisimleri ile birlikte hastalik etmenlerinden arindirma
oranlarma bakildiginda 50-51 °C/ 30 dk uygulamalar1 en uygun sicaklik/siire

kombinasyonudur.

Edwards et al. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada 50°C/30dk sicak su
uygulamasinin floksera, Asma Kok Uru ve Phytoplasma hastaliklarina kars: etkili
oldugu diisiincesine dayanilarak, bu uygulamanin Pcl ve Pm patojenleri icin de
etkililigi arastirllmistir. S6z konusu kombinasyon, dormant haldeki celiklerdeki
Pcl’nin kontroliinde etkili bulunmus ve bu yontem ile gen¢ baglarda Petri

hastaliginin gelisimi engellenmistir.

Crous et al. (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, dormant asma
celiklerine 50°C/30dk kombinasyonunda sicak su uygulanmis ve arkasimndan
dikimleri yapilmistir. Bu g¢eliklerden 6 ay sonra laboratuvarda izolasyon
yapilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler, bu kombinasyonun Acremonium
sp., Botryosphaeria sp., Cylindrocarpon sp. ve Phaeomoniella sp. gibi fungal
etmenleri 6nemli oranda etkilemedigini ortaya ¢ikarmistir. Sonug olarak, sicak su
uygulamasinin tek basina etkisinin diisikk oldugu, bu nedenle bu yontemin

biyolojik preparatlarla kombine edilerek uygulanmasi dnerilmistir.

Rooney-Latham and Gubler (2001b) tarafindan Kaliforniya’da yapilan bir
diger calismada, 51°C/30 dk sicak su uygulamasinin dormant asma celikleri
Uzerine etkisi saptanmistir. Bu ¢alismada dormant donemde alinan geliklere once
Pcl ve Pm inokule edilmis, daha sonra sicak su uygulanmistir. Bu uygulamadan
sonra yapilan izolasyonlarda 51°C’de 30dk sicak su uygulamasinin dormant

celiklerdeki Pcl ve Pm’ u elemine edemedigi ortaya konmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Ege Bolgesi Manisa, Denizli ve izmir illerindeki dzel ve resmi fidanliklar ile
tiretici  baglarinda 2009-2012 yillar1 arasinda yiiriitilen bu tez projesinde;
fidanliklarda Petri hastaligina neden olan Phaeoacremonium oleophilum (Pm) ve
Phaeomoniella chlamydospora (Pcl) etmenleri saptanmistir. Segilen baglardaki
gen¢ asmalarda agirlikli olarak Petri hastaliginin etmenleri (Pcl ve Pm) izole
edilirkeb, ek olarak belirti tablosuna Kav hastaligi etmenlerinden Fomitiporia
mediterrenea (Fom)’nin da katildig1 belirlenmistir. Yasli asmalarda ise agirlikli
olarak Kav hastalig1 etmeni (Fom) ve ilave olarak Petri hastaliginin etmenleri (Pcl
ve Pm) saptanmistir. Elde edilen fungal bulgular gerek morfolojik ve gerckse
molekiiler teknikler yardimiyla kesinlestirilmis, ayrica belirti tablolar1 da teze
konarak hastaliklarin gorsel tanisina yardimci olunmak istenmistir. Bu bulgular

Tiirkiye i¢in ilk kayit olma 6zelligini tagimaktadir.

Tezde bu hastaliklarin savasiminda sicak su uygulamasinin etmenlerin in
vitro miseliyal gelisimine, bulasik asma c¢eliklerinin canliliklarina ve celikleri
etmenlerden arindirma {izerine etkisi de arastirilmistir. Bu uygulama sonucu
dormant celiklerde etmenlerin bulunma orani pozitif kontrole gére daha diisiik
olmus, ancak etkili bulunan sicaklik/siire kombinasyonlarinda celiklerin gelismesi
olumsuz olarak etkilenmistir. Bu sonug, sicak su uygulamasinin tek basina
dormant, dikime hazir asma c¢eliklerinden etmenlerin elemine edilmesinde etkili
olamayacagina, bu uygulamanin 6zellikle fungisit kullanimi ile desteklenmesi
gerektigine isaret etmektedir. Umitvar olarak bulunan 50-51°C/ 30dk sicaklik/siire

kombinasyonu ile fungisitler kombine edilerek ¢aligmalar yapilmalidir.
Elde edilen bu sonuclara gore onerilerimiz asagida 6zetlenmistir:

- Ege Bolgesinde daha ¢ok yasli asmalarda sorun oldugu bilinen Kav
hastaliginin gen¢ asmalarda yayginlasmasinin nedeninin Petri hastaligi oldugu
ortaya ¢ikmistir. Geng asmalarin govdelerine de yerlesebilen Kav hastaligi ¢ok
yavas ilerledigi i¢in belirtileri ancak asma yaslaninca ortaya c¢ikmaktadir. Geng
asmalarin yaprak ve iiziim danelerinde Kav hastaliginin olusturdugu belirtilere

Petri hastalig1 da yol agmaktadir. Gerek bu belirtiler ve gerekse odun dokusundaki
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belirtilerin benzerligi veya kompleks goriiniimleri Petri hastaliginin varligini
gizlemis, Kav hastalig: ile iligkilendirilmis, hatta Kav hastalig1 olarak anilmistir.
Tirkiye’de Petri hastalifi heniiz kayda ge¢memistir. Bu nedenle teknik

elemanlara ve tireticilere Petri hastalig ile ilgili egitim verilmesi yararli olacaktir.

- Bir diger husus da diinyada ve Tiirkiye’de “Esca” adinin Kav hastaligi
yerine kullanilmasidir. Bu adin hem Petri ve hem de Kav hastaligina isaret etmesi,

literetiirde yaygin olarak boyle anilmasi yararli olacaktir.

- Fidanliklarin Petri hastaligi etmenleri ile bulasik olmasi bu hastaligin
yayilmasinin nedenini ortaya koymustur. Fidanlarin bulasik olmasi a1 kalemi,
celik gibi {iretim materyallerinin de bulagik oldugunu ve yayilmada biiyiik rol
oynadigin1 gostermistir. Bu nedenle fidanliklarda temiz {iretim materyali
kullanilmali, yeni baglar temiz fidanlarla kurulmalidir. Ayrica Petri hastaligi

etmneleri Pcl ve Pm i¢ ve dis karantina listelerine dahil edilmelidir.

- Geng asmalarda Petri hastaliginin yayilmasindaki bir baska neden ise
budamalarda gereken titizligin gosterilmemesi, budama alet- ekipmanlarinin
dezenfekte edilmemesi ve derin budama yaralar1 olusturarak hastaligin yayilimina
destek olunmasidir. Bu nedenle budama yapilirken siipheli asmalar en sona
birakilmalidir.  Alet-ekipmanlar  dezenfekte edildikten sonra budamada

kullanilmali ve budama yaralar1 bir dezenfektanla kapatilmalidir.

- Petri hastaligi etmenlerinin budama yaralarindan girisini engellemek
amaciyla kimyasal veya biyolojik fungisitler, alternatif maddeler Uzerinde

aragtirmalar yapilmasi ve sonuglarin uygulamaya aktarilmasinda yarar vardir.

- Yukarida da deginildigi gibi, Petri hastaliginin miicadelesinde daha diisiik
su sicakliklarinin uygulamalariin kimyasal veya biyolojik fungisitlerle kombine

edilerek arastirilmasinda yarar vardir.
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