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ONUR SOZU

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Malatya ili Baglarinda Govde
Fungal Hastahklarinin Morfolojik ve Molekiiler Yontemlerle Belirlenmesi”
baslikli bu caligmanmn bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir yardima
bagvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve yararlandigim biitiin kaynaklarin hem
metin icinde hem de kaynakcada yoOntemine uygun bicimde gosterilenlerden

olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.
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Iklim ve toprak istekleri ydniinden cok secici olamayisi, degerlendirme
sekilleri ve gesit a¢isindan zengin olmasi nedeniyle Asma (Vitis vinifera) diinyada en
yaygm ve en eski kiiltiir bitkilerinden biridir. Bagcilik i¢in diinyanin en elverisli
iiretim alanlarmdan biri olan iilkemiz zengin asma gen potansiyeline sahiptir. Bitkisel
iretimde onemli bir yere sahip olan bagcilik, giiniimiizde tiretimden pazarlamaya
kadar gecen siirec icerisinde bir ¢ok sorunla karsi karsityadir. Bu sorunlar igerisinde
iiretimi smirlandiran fungal hastaliklar 6nemli yer tutmaktadir.

Calismada Malatya ili bag alanlarinda kurumalara sebep olan gdvde fungal
etmenlerinin saptanmasi amaglanmistir. Bu amagla Malatya ilinde bagciligin yogun
oldugu Arapgir, Yesilyurt, Battalgazi ve Darende ilgelerinde vejatasyon peryodu
dikkate almarak iki farkl1 donemde 6rnekleme yapilmis ve hastalik belirtisi goriilen
bitkilerden numuneler alinmistir. Calismada toplamda 2400 da’lik alanda survey
yapilmistir. Survey sonucu 69 adet enfekteli bitki 6rnekleri alinmis ve bu bitki
orneklerinden 240 adet fungal izolat elde edilmistir. Fungal izolatlarin tanisi
morfolojik ozelliklerine ve molekiiler yontemlere gore yapilmistir. Molekiiler
tanilamada ITS, B-Tubulin, LSU ve TEF-1a primerleri kullanilarak sekans analizleri
yapilmustir. Sekans analizleri sonucu elde edilen dizilerin molekiiler tanilamalari
NCBI’'in web sayfasi ile BLAST analiz programi kullanilarak genbank veri
tabaninda mevcut olan tiirlerle benzerlik oranina bakilarak molekiiler tanilamalar1
yapilmigtir. Tanilama caligmalar1 sonucunda Botryospharia spp., Phaeomoniella
chlamydospora, Fomitiporia mediterranea, Cytospora viticola, Neoscytalidium
dimidiatum, Neoscytalidium novaehollandiae, Dothiorella spp., Lasiodiplodia spp.
hastalik etmenleri ve bircok saprofit fungus saptanmistir. Calismada Tiirkiye’de
baglarda ilk kez tespiti yapilan Cytospora viticola ile Neoscytalidium dimidiatum’a
ait secilen birer izolatin patojenite denemeleri yapilmistir. Teshisleri yapilan
patojenlerden Cytospora viticola baglarda Amerika kitasindan sonraki ilk tespitidir.

ANAHTAR KELIMELER: Bag, Malatya, gévde, fungal, patojen
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Grapevine (Vitis vinifera L.) is one of the most prevalent and long standing
cultivated crops in the world thanks to its non-selective climate and soil demands,
types of usage and having a wide range of varieties. Turkey has a rich grapevine
gene pool because of its favorable climate zone. Viticulture, which has an important
role in agriculture, faces a lot of problems in the process of production to marketing.
Among them, fungal diseases take an important place by limiting the production
wherever grapevine is cultivated.

It is aimed to determine the stem fungal diseases that cause drying in
viticulture areas of Malatya province with this research. For this reason, Arapgir,
Yesilyurt, Battalgazi and Darende distrcits of Malatya province, where grapevine is
intensely cultivated, were surveyed in two different vegetation periods and samples
were taken from symptomatic plants. Surveys were conducted in totally 2400 da
area. Sixty-nine infected plant samples were collected and 240 fungal isolates were
obtained from these infected plants. Identification of these isolates were performed
according to morphological properties and by molecular methods. Sequence analyses
were performed by using ITS, B-Tubulin, LSU and TEF-lo primers and the
comparisons with other sequences from GenBank were obtained using the Basic
Local Alignment Search Tool, BLASTn program, of the National Center for
Biotechnology Information (NCBI). As a result of the identification studies,
Botryosphaeria spp., Phaeomoniella chlamydospora, Fomitiporia mediterranea,
Cytospora viticola, Neoscytalidium dimidiatum, Neoscytalidium novaehollandiae
Dothyorella spp., Lasiodiplodia spp. and numerous of saprophyte fungi were
determined. The pathogenty trials were performed to one isolate of Cytospora
viticola and Neoscytalidium dimidiatum, which are the first records for Turkey on
grapevine. Cytospora viticola was first recorded in Turkey after its report in America
in grapevine cultivation areas of the world.

KEYWORDS: Grapevine, Malatya, stem, fungal, pathogen



TESEKKUR

Malatya ili bag alanlarinda goriilen fungal hastaliklarin morfolojik ve
molekiiler yontemlerle belirlenmesini amaglayan ¢alismamin her agamasinda bilgi ve
destegini benden esirgemeyen danisman hocam saym Dr. Ogr. Uyesi Ergin
OKSAL’a (Malatya Turgut Ozal Universitesi, Bitki Koruma Anabilim Dali),
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

ul : Mikrolitre

ug : Mikrogram

da : Dekar

dk : Dakika

gr : Gram

ha . Hektar
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ml . Mililitre

ng : Nanogram

sn : Saniye

°C . Santigrat Derece

% : Yiizde

Kisaltmalar

PDA . Potato Dextrose Agar
MEA : Malt Extract Agar

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit
Bp : Base pair

PCR : Polymerase Chain Reaction
NCBI : National Center for Biotechnology Information
NaCL : Sodyum Kilortir
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spp. : Tiirler

sp. : Tiir

TUIK : Tiirkiye Istatistik Kurumu
uv . Ultraviyole
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: Deoksintikleotid fosfat

: Basic Lokal Aligment Search Tool

: Large Subunit

: B-Tubulin

: Translation Elongation Factor-1 Alpha
- Internal Transcribed spacer



1. GIRIS

Ulkemiz bag tarimi icin diinyanm en 6nemli iklim kusag1 iizerinde yer
almakta ve gegmise dayanan bir bagcilik kiiltiiriine sahip olmasinin yani sira asmanin
(Vitis vinifera L.) gen kaynagi olan bir iilkedir. Bu kiiltiir i¢erisinde Anadolu sadece
sahip oldugu bag alani ve iizlim {iretimi ile degil ayn1 zamanda sahip oldugu kiiltiir

asmasi ve yabani asma tiirleri bakimindan da ¢ok zengin gen merkezi konumundadir.

Halk arasinda ‘Cennet Meyvesi’ de denilen iiziimiin diinyadaki ve
tilkemizdeki degerlendirme olanaklar1 incelendiginde oldukga fazla alternatifi olan
nadir bitkilerden birisidir. Uziimiin baslica degerlendirme sekilleri sdyle siralanabilir;
taze tliketiminin yani sira, sirke, sarap, pekmez, kuruyemis olarak ¢esitli sekillerde
degerlendirilmektedir. Son yillarda salamura asma yapragi da ekonomik degeri artan

bir iirtindiir (Cabaroglu, 2015).

En 6nemli iiziim iireticisi iilkeler sirasiyla Ispanya, Fransa, Italya, ABD,
Tiirkiye ve Cin’dir. Tirkiye istatistik kurumu 2018 yili verilerine goére; bag alani
yoniinden diinya iilkeleri arasinda 5. swrada (417.041 ha) olan iilkemiz, iiretim
acisindan ise 6. (3,933.000 ton) swradadir (TUIK, 2018). Uretilen 3,933.000 ton
tiziimiin yaklasik %38’ini sofralik ¢ekirdekli tiziim, %11,6 ‘s sofralik ¢ekirdeksiz
iizlim, %26,6’si1 ¢ekirdeksiz kuru liziim, %12’sini ¢ekirdekli ve %11’ini saraplik
olugturmaktadir. Tiirkiye %40-45 ile diinyada ki ¢ekirdeksiz kuru {iziim ihracatinin

yartya yakiimi gergeklestirirken iilke ekonomisine de 6nemli gelir saglamaktadir.

Uziim iiretimi ve bag alan agisindan Ege, Akdeniz, Orta Anadolu ve Bati
Anadolu bolgelerinden sonra besinci sirada yer alan Dogu Anadolu bag alanlarmin %
4,2’sine sahiptir. Illere gore degerlendirildiginde ise Cizelge 1-1°de goriildiigii gibi
hem alan hemde tiretim miktar1 olarak Malatya ili Elazig ilinden sonra ikinci sirada
yer almaktadir (TUIK, 2018).



Cizelge 1. 1. 2018 yil1 Illere gore ,Dogu Anadolu Bolgesindeki iiretim alanlar1 (da)
ve liretim miktarlar1 (ton)

Uretim Alam (da) Uretim Miktar1 (ton)
Elaz1g 111.750 89.788
Malatya 41.490 19.636
Hakkari 6.430 4.638
Bitlis 5.300 3.577
Mus 3.820 2.462
Tunceli 2.920 3.436
Bingol 2.590 1.100
Van 390 237
Dogu Anadolu Bolgesi
Toplam 174.690 124.874
Tiirkiye 4,170.410 3,933.000

Onemli bir tarim iiriinii olan {iziim, yetistirilmesinden depolanmasma ve
islenmesinden pazarlanmasina kadar gecen siire¢ igerisinde bir ¢ok sorunla karsi
karstyadir. Bu sorunlar igerisinde en 6nemlisi bag yetistiriciligi yapilan tiim iilkelerde
giin gectikce 6nemi artan ve ekonomik boyutlara ulasan; verdigi zarar ile iizlim

tiretimini smirlandiran fungal hastaliklar 6nemli bir yer tutmaktadir (Goktas, 2008).

Fungal hastaliklar arasinda 6nemli kayiplara neden olanlar; direkt olarak
iirline verdikleri zarar nedeniyle biiyiikk 6neme sahip olan salkim hastaliklarimdan
kiilleme (Uncinula nacator Burr.), mildiyé (Plasmopara viticola Berl. & De Toni),
Antraknoz (Elsinoe ampelina Shear.) ve kursuni kiif (Botrytis cinerea Pers.)’diir.
Bunlarin disinda siirgiinlerde 6nemli zarar olusturan 6lii kol (Phomopsis viticola
Sacc.), odun dokusunda zarar yapan bir etmen grubu tarafindan (Stereum hirsutum,
Phellinus igniarius, Phaeoacremonium spp., Phaemoniella chlamydospora) olustugu
belirlenen esca (kav) hastaligi (TAGEM, 2008), odun dokusunda zarar yapan
Phaeoacremonium oleophilum, Phaemoniella chlamydospora’nin sebep oldugu petri
hastaligi (Crous & Gams, 2000, Crous vd. 1996), dal ve govde kurumalarma yol acan
Eutypa lata geriye dogru 6liim hastalig1 (Rappaz, 1984), baglarda kanser ve geriye



dogru 6liime sebep olan siyah 6lii kol (Botryosphaeria spp.) hastaligi (Urbez-Torres,
2011), kok ¢iirtikliiklerine ve bitki ¢liimlerine neden olan Fusarium spp., Pythium
spp., Phytophthora spp., Macrophomina phaseolina, Verticillium dahliae, Armillaria
mellea, Rhizoctonia solani, Rosellinia necatrix (Van Coller vd. 2005, Gubler vd.
2004, Petit ve Gubler, 2005) bulunmaktadir.

Malatya ilinde bag sahasinin genis bir alana yayilmis olmasina karsilik, birim
alanda elde edilen ortalama verim disiiktiir. Verimin diisiik olmasinin baslica
nedenleri arasinda, yetistiricilikten hastalik ve zararlilara kadar uzanan pek ¢ok etken
bulunmasidir. Uretimin degisik asamalarinda goriilen fungal hastaliklar dnemli {iriin
kayiplarina neden olmaktadir. Artan niifus ve toplam gelir icerisinde tarimin pay1 géz
Oniine alindiginda, tilkemiz i¢in tarimda yiiksek verim ve kalitenin saglanmas1 ve bu

acidan da fungal hastaliklarla savas dnem tagimaktadir (Kiraci vd. 2015).

Bag yetistiriciliginde ekonomik kayiplara neden olan ¢ok sayida odun dokusu
hastaligi mevcuttur. Malatya ili bag alanlarinda son yillarda yogun kurumalarin
gozlenmesi ve bu konuda {ireticiden gelen sikayetler iizerine yapilan arastirmada
govde fungal hastaliklar1 agisindan bag alanlarmdaki durumun bilinmemesi kapsamli
bir aragtrmanin gerekliligini ortaya koymustur. Yapilan bu ¢alisma ile Malatya ili

baglarinda odun dokusundaki fungal etmenlerin saptanmasi amaglanmaistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Yurtdisinda Yapilan Cahsmalar

Baglarda odun dokusunda goriilen kav hastaligi ‘Esca, Apoplexy, White
Root, Black Measles, Esca Proper’ gibi farkli isimlerle anilmaktadir. Ulkemiz de
baglarda odun dokusunun i¢ kisminda gevrek ve slingerimsi bir belirti olusturdugu
icin ‘kav’ hastaligi adini1 almistir. Kav Yunanca da ‘esca’ olarak adlandirilmustir.
Gilintimiizde sadece bir etmen tarafindan degil bir etmen grubu tarafindan olustugu

belirlenen bir hastalik kompleksidir (Mugnai vd. 1999).

Esca; diinya genelinde ana bag alanlarin da yaygin olarak goriilen bir bag
hastaligidir. Son donemlerdeki caligmalar ile birlikte esca’nin yeni bir hastalik
olmadig1 hatta hastaligim asmanmn kiiltiir bitkisi olarak yetistirilmeye baslanmasi
kadar eski olabilecegine dair bazi kanitlar eski Yunan ve Latin eserlerinde
goriilmiistiir (Viala 1926, Mugnai vd. 1999, Surico 2000). Italyanin toskana gibi bazi
bolgelerinde hastalik bulagiklik oranmnin %50 oldugu, Diinya genelinde %20-30
arasinda degistigi ve escanin ortalama yillik artisinin %4-5 oraninda arttig1 tespit

edilmistir (Cortesi vd. 2000).

Vaskiiler bitki patojenleri olarak bilinen esca ve petri hastaliklar1 ile
iligkilendirilen patojenlerin yesil aksamda gosterdikleri belirti aynidir ancak odun
dokusunda esca beyaz ¢iirlikliik seklinde kavlama yaparken, petri koyu kahverengi
veya siyah c¢izgi seklinde belirti gosterir. Ozellikle geng baglarda Petri hastaligma
neden olan etmenler Phaeoacremonium spp. Phaeomoniella spp. 6zellikle yasl
baglarda esca hastaligina neden olan etmenler Phellinus igniarus, Stereum hirsutum,
Fomitiporia mediterrenea oldugu saptanmustir. Esca ve petri hastaligi sadece bir
etmen tarafindan degil, bir etmen grubu tarafindan olusturulan hastalik kompleksi
olarak kabul edilmistir (Larignon ve Dubos, 1997, Mugnai vd. 1999, Gubler vd.
2004, Viala, 1926).

Peros vd. (2008), Fransa’nin Langudoc-Roussillon bolgesindeki bag
alanlarinda yapilan c¢alismada yesil aksamda esca belirtisi gosteren 210 asmanin
odun dokusundan enine kesitler alinarak yapilan gozlem sonucunda dort farkli
lezyon tanimlandi; merkezi pozisyonde beyaz ¢iiriik lezyon, merkezi pozisyonda
kahverengi bir lezyon, yayilmis halde kayverengi bir lezyon ve saglikli odun

dokusunda daginik siyah lekelenme gozlendi. Yapilan izolasyon sonucunda ise en sik



gozlenen patojenler Fomitiporia mediterrenea, Phaeomoniella chlamydosporum,

Phaeoacremonium oleophilum ve Eutypa lata saptamiglardir.

Moreno-Sanz vd. (2013), Kuzey Ispanya’da son 10 yilda baglardaki verim
diisiikliigiiniin fungal govde hastaliklar1 ile iliskisi oldugu diisiiniilerek yapilan
calismada asimptomatik ve simptomatik bitkilerden alinan Orneklerin % 64.7’si
asimptomatik bitkilerden, %35.3 (% 7,81 vaskiiler dokuda kahverengi ¢izgi, %6,9’u
govde dokusundan merkezi pozisyonda kahverengi veya siyah lekeler, %35,3’1
budama bolgelerinde kahverengi renk degisimi, diger simptomlar %4’iin altin1 temsil
etmistir)’ i simptomatik bitkilerden alinmistir. Toplam 850 6rnek toplamis, in vitro
kosullarda yapilan izolasyon ve inokulasyon caligmalari yapilmis ve 597 izolat
(%551 patojenik olmayan funguslar, % 31’1 patojenik funguslar ve % 14’1 tespit
edilememistir) elde edilmistir. Tespit edilen patojenik olmayan funguslar;
Cladosporium spp., Penicillium spp., Fusarium sppg., Alternaria spp., Gliocladium
spp., Acremonium spp., Epicoccum spp., Aspergillus spp., Ulocladium spp.,
Phialophora spp., Sporothrix spp., Niigrospora spp., Mucor spp., patojenik funguslar
Cylindrocarpon spp., Botryosphaeria spp., Phaeocremonium spp. tespit edilmistir.
Sonug olarak baglardaki verim distikliiglinlin ve vaskiiler dokuda olusan renk

degisimlerinin abiyotik faktorlerin bir sonucu oldugu bildirmislerdir.

Esca hastaliginin olusturdugu belirtiler (Mugnai vd. 1999, Larignon ve
Dubos, 1997, Koklii, 2000, Peros vd. 2008, Lecomte, 2012, Roblin vd. 2016).
Hastaliga yakalanmis asmalar ilk yillarda belirti vermezler, enfeksiyonun ilerlemesi
ile beraber enfekteli kollardaki gozlerde ge¢ uyanma hatta hi¢ uyanmama olabilir.
Odun dokusu enine kesildigi zaman dokuda bozulmalar, dagmik siyah lekeler,
merkezi pozisyonda kahverengi veya siyah bir lezyon ve merkezin c¢evresinde
koflagsmuis, slingerimsi bir yapiya doniismiis beyaz ¢iiriikliik goriiliir. Beyaz ¢iirtikligi
cevreleyen hastalikli kisim ile saglam kismi birbirinden ayiran siyah veya koyu
kahverengi renkte keskin bir serit vardir. Bu serit ayn1 zamanda boylamsal olarakta
her iki yone ilerlemeye devam eder. Odun dokusunda meydana gelen renk degisikligi
ve ciirlimenin, yapisal ve fizyolojik degisimlerden kaynaklandigi belirtilmistir. Bu
degisimler; patojenler tarafindan salgilanan lakkaz ve peroksidaz enzimlerinin
dokuda lignini tahrip etmesi, bitki dokularinda hastaliktan dolay1 ksilem parankima
hiicreleri tarafindan salgilanan zamk akintis1 nedeni ile vaskiiler tikaniklik, hastalikli

odun dokusundaki catlaklardan hava ve suyun girmesi sonucu olusan fiziksel ve



kimyasal degisiklikler, bitkinin patojene karsi gostemis oldugu reaksiyon iirtinleri

fitoaleksinler ve tylosisdir.

En yaygin ve tipik simptom yapraklarda goriiliir. Hava sicakliginin artmasi ile
beraber Once siirgiiniin yasli yapraklarinda baslar sonra tiim yapraklarda ortaya ¢ikar.
Yapraklarin damar aralarinda haslanma benzeri bir goriintii olusur. Bu lekeler daha
sonra kahverengi-kizil renkte tiger strips (Kaplan-serit) olarak tanimlanan lezyonlara
doniigiir. Bazen yaprak ayasindaki nekrotik alanlar kurur ve koparak diizensiz yaprak
kenar bosluklar1 birakir. Uziim meyvelerinin lekelenmesi (siyah kizamik); taneler
tizerinde kii¢iik koyu kahverengi veya mor lekeler olusur. Daha sonra bu lekeler

birleserek tiim taneyi kaplar. Tane yiizeyinde ¢atlaklar da olusabilir.

Mostert vd. (2006), esca hastaligina neden olan fungal patojenlerin fitotoksik
metabolitleri ksilem 6zsuyu ile birlikte yaprak ve meyvelerde simptomlarin oldugu
bolgelerde parankima dokusunda biriktigi saptanmistir. Bunun sonucu olarak
fitotoksik metabolitler yaprak ve meyvelerde farkli yogunlukta simptomlarin

olugmasina neden oldugunu bildirmisglerdir.

2004-2007 yillar1 arasinda iran da yapilan bir ¢alismada cogunlugu siyah
cesit olmak tizere 127 hastalikli bitkide yapilan gézlem ve izolasyonlar sonucunda,
98 bitkide fungal gdvde patojenleri saptandi (bulasiklik oran1 %77,2). Enfekteli 98
bitkide yesil aksamda sadece 9 bitki kaplat-serit desenli simptom gosterirken, 3
bitkide taneler tizerinde kizamik belirtisi goriilmiis, 4 bitki apoplexy sonucu
Olmiistiir. Bu calismada goriildiigii gibi esca sinsi bir hastaliktir ve hastalik bitkiye
yerlestikten 3-4 yil sonra simptomlar ortaya ¢iktigi bildirilmistir (Mohammadi vd.
2013).

Baglarda esca hastalik etmenleri olumsuz c¢evre kosullarinda bitki
dokularinda misel halinde, bazi tiirler peritesyum formunda gec¢irmektedir.
Kosullarin uygun olmas: halinde hizla sporlanarak ¢evreye yayilirlar. Budama ve
terbiye islmeleri smrasinda bitkide olusan yara yerlerinden giris yaptiklari
diistiniilmektedir (Eskalen ve Gubler, 2001). Baglarda govde fungal patojenlerinin
yayilmasinda en biiyiik faktoriin budama aletleri oldugu belirtilmistir (Mugnai,
1999). Phaeoacremonium tiirleri genellikle as1 yerlerinden izole edilmistir bu da
enfeksiyonun as1 kalemlerinden geldigini diisiindiirtmektedir. Yapilan ¢aligmalar da
gostermistir ki ilgili patojenlerin etiyolojisi ve epidemiyolojisi hakkinda ¢ok az bilgi

bulundugu bildirilmistir (Hallen vd. 2003).



Arzanbu vd. (2015), tarafindan yapilan ¢alismada, baglarda goriilen bodur
biiylime, vaskiiler dokuda kahverengilesme, yapraklarda kloroz ve nekroz belirtileri
gosteren asmalardan izole edilen etmenin morfolojik ve molekiiler tanis1 sonucunda
Cytospora chrysosperma patojeni saptanmistir. S6z konusu patojenin molekiiler
tanist ITS1 ve ITS2 pirimerleri kullanilarak PCR ile yapilmistir. PCR dongiisii
strastyla; 96 °C’ 5 dk; 40 dongii 94 °C’de 30 sn, 52 °C’de 30 sn ve 72 °C’de 60 sn;
son olarak 72 °C’de 7 dk olacak sekilde uygulanmistir. PCR sonucu elde edilen
trinlerin  DNA sekanslar1 ¢ikartilarak, diziler NCBI’m Genbank niikleotit
veritabanindaki mevcut olan Cytospora chrysosperma etmeniyle %100 oraninda

benzerlik saptamiglardir

Kuzey Amerikada yapilan g¢aligmada Cytospora tiirlerinin asma govde
hastalik kompleksi icerisindeki potansiyel roliinii belirlemek i¢in apoplexy sonucu
Olen ve odun dokusundaki renk degisikligi olan bodlgelerden yapilan izolasyon
sonucunda 21 Cytospora izolat1 incelenmis. Bunun sonucunda iki yeni tiir Cytospora
vinacea ve Cytospora viticola tanimlanmistir. Patojenite testi sonucunda Cytopora
viticola en virulent tiir olarak saptanmustir. Cytospora kanseri esca ile ayni1 genel
simptomlarin bazilarini paylastig1 icin bag gévde hastaliklarmin bir parcasi olarak

kabul edildigi Lawrence vd. (2017) tarafindan bildirilmistir.

Botryosphaeriaceae (Siyah 6lii kol) hastaligi son yillarda diinyadaki bag
alanlarinda en sik goriilmeye baslayan, genis bir konukgu dizisine ve diinya
genelinde genis bir yayilima sahiptir. Bu hastaligin bagcilikta yiiksek miktarlarda
ekonomik kayiplara yol agtig1 bildirilmistir (Siebert 2001).

Giiniimiize kadar yapilan c¢aligmalarda 22 farkli Botryosphaeriaceae tiirii
asmalarda potansiyel patojen olarak kabul edilmistir (Urbez-Torres 2011).
Botryosphaeriaceae tiirlerinin bitkiye nasil giris yaptigi belirsizligini korumakla
birlikte en ¢ok ve en belirgin yaklasim budama yaralarindan giris yaptigi

belirtilmistir (Urbez-Torres ve Gubler, 2009).

Urbez-Torres vd. (2006), Kalifornia’daki baglardan izole ettikleri
Botryosphaeriaceae spp. izolatlarinin filogenetik analizi ve molekiiler tanisini ITS-1,
ITS-2 ve PB-tubulin (Bt2a ve Bt2b) primerleri kullanilarak yapmigslardir. PCR
programu sirastyla 94 °C’de 2 dk; 35 dongii 94 °C’de 1 dk, 58 °C’de 1 dk, 72 °C’de 1
dk ve son olarak 72 °C’de 1,5 dk olacak sekilde uygulanmistir. PCR sonucu elde

edilen tirtinlerin DNA sekanslar1 ¢ikartilarak, diziler Sequences (stiriim 4.1) yazilim



programi kullanilarak diizenlendikten sonra Genbank veri tabaninda mevcut olan
turlerle benzerlik oranina bakilarak B. australis, B. dothidea, B. Stevensii, B. lutea, B.

abtusa, B. parva ve B. rhodina etmenlerini saptamiglardir.

Rolshausen vd. (2013) Kalifornia’da bag alanlarinda 2012 yillinda
yapraklarda solgunluk ve nekroz, meyvelerde kuruma ve biiziilme, bazi durumlarda
tiim asmanim biiylime mevsiminin ortasinda ¢okmesi (Apopleksi) seklinde belirti
gosteren bitkilerden yapilan izolasyonlar sonucunda Neoscytalidium dimidiatum
(Penz) Crous ve Slippers varhigmin tespiti morfolojik karekterler yoniinden
saptanmustir. Neoscytalidium izolatlarinin ITS ve B-Tubulin primerleri kullanilarak
yapilan molekiiler tanilama sonucunda izolatlarin NCBI’da N. dimidiatum ile %100
benzerlik gosterdigi belirtilmistir. Bu c¢alisma ile Kalifornia’da bag alanlarinda

hastalik etmeni olarak N. dimidiatum patojeni ilk kez rapor edilmistir.

Neoscytalidium dimidiatum genis bir cografi alanda ve genis bir konukgu
dizisine sahiptir. Ornegin, ABD’de Arbatus, Castanea, Citrus, Ficus, Juglans,
Populus, Rhu prunus, Sequoiadendron (Farret et al. 1989), Oman’da Albizia lebbeck,
Delonix regia, Ficus carica, Ficus spp., Peltophorum pterocarpum (Elshafie and Ba-
Omar 2001) ve Niger’da Mangifera indica (Reckhaus 1987) bitkileri konukgular1

arasinda yer aldig1 rapor edilmistir.

Botryosphaeriaceae kangreni yasamini olumsuz iklim kosullarinda, ya
asmadaki dokularda ya da budama artiklarinda dokuya gomiilii halde piknidyum
veya peritesyum formunda gegirir. Iklim kosullarmin iyilesmesi ve yagislarla birlikte
patlayan bu yapilardan konidiler veya ascosporlar ¢evreye yayilarak yaralardan ve
lentisellerden bitkiye giris yapar. Bu bolgelerde ¢imlenen sporlar miseller meydana
getirir ve enfeksiyonlar bu sekilde ilerledigi arastirici tarafindan belirtilmistir

(Leavitt, 1990).

Botryosphaeriaceae tiirlerinin en tipik belirtisi govde ve kalin dallarin enine
kesitinde ‘V’ harfi seklinde kahverengi renk degisikligi olusturmasidir. Bunun
yaninda vaskiiler dokuda ¢izgi olusumu, enfeksiyonlu c¢ubuklarda uyanma
bozukluklari, patlamayan tomurcuklar, solgunluk, yaprak kenarlarinda kirmizi
lekeler goriiliir. Govde ve kalin dallarda enine kesitte ‘V’ seklinde goriilen renk

bozulmasi Eutypa lata ile siklikla karistirildigi belirtilmistir (Urbez-Torres, 2011).



Yapilan bir ¢ok ¢alismada esca etmenleri arastirilmistir. Botryosphaeriaceae
kangreni ile ilgili az sayida g¢alisma mevcuttur. Botryosphaeriaceae ile ilgili
calismalarin az olmasi iki hastalik arasindaki ayrimin sorunlu oldugu gercegi ile
aciklanabilir. Bununla birlikte Valtaud (2007), tarafindan Botryosphaeriaceae
belirtileri olan yapraklar {izerinde yapilan anatomik ¢alismalarda etkilenen hiicrelerin
saglikli olanlardan ve esca belirtisi gosteren asmalardan daha az nisasta igerigine

sahip oldugu ortaya konulmustur.

Yapilan ¢alismalarda goriildiigli gibi baglarda geriye dogru 6liim ile birkag
fungal tiir iliskilendirilmistir. Esca veya petri, Eutypa geriye dogru oOliim,
Botryosphaeriaceae siyah o6lii kol hastaliklari asmanin odun dokusunu etkiledigi ve
diinyanin bir ¢ok yerinde yaygin olarak bulundugu belirtilmistir. Bu hastaliklarin
kimyasal miicadelesinde Sodyum arsenik kullanilmis ancak toksik ve kanserojenik
oldugu saptanarak Avrupa iilkelerinde kullanim1 yasaklanmistir. Hastaligin
giniimiizde etkili kimyasal miicadelesi giniimiize kadar tespit edilememistir.
Kiiltiirel 6nlemler etmenle miicadelede 6nem arz etmektedir. Ozellikle hastahikli ve
yasli omcalar1 sokiip bitki artiklarmmn yakilmasi, budama aletlerinin dezenfekte
edilmesi, budamadan sonra agilan biiyiik yaralarin kapatilmasi, hastalikli dokularin
bitkiden uzaklastirilmasi yani iyilestirici cerrahi miidahale, bag yonetimi ve stres
faktorlerinden uzak tutulmasi. Yapilan calismada budamadan sonra kullanilan
biyolojik ajanlarm (Trichoderma sp., Fusarium lateritium, Cladasporum herbarum,
Phythium oligandrum) yeni enfeksiyonlara karsi etkili oldugu saptanmustir (Eskalen
2018). Bagda govde fungal hastaliklarin kontroliinde budamanin geg¢ ve ¢ift budama
seklinde yapilmasi bu hastaliklarimn  %90-95 oraninda kontroliinii sagladigi

saptanmugtir (Weber ve ark. 2007).



2.2 Tiirkiye’de Yapilan Cahsmalar

Esca hastaligi ilk olarak P. Viala isimli arastirici tarafindan Tiirkiye’de izmir
baglarmda 1926 yilinda saptanmustir. Iyriboz (1942), esca hastaligma Phellinus

igniarius ve Stereum hirsitum isimli funguslarin neden oldugunu ilk defa belirtmistir.

Uztimeri (1947), yash baglarin odun dokusu enine kesitinde renk degisim
bodlgelerinin izolasyonu sonucunda Stereum necator, Polyporus igniarius S. hirsitum,

ve P.s, versicolor fungal etmenleri tespit edildigi bildirilmistir.

Ar1 vd. (1991), Ege bolgesinde bag fidanlarinda goriilen fungal hastaliklar
lizerine yapilan arastirmada asma fidan randimanini azaltan faktorler arasinda bazi
fungal hastalilarinin bulundugu ve bunlardan bir tanesininde asmada c¢ubuk
yanikliklarina ve salkim ¢iirimelerine neden olan Diplodia natalensis etmenini
saptamiglardir. S6z konusu patojenin 1990 yilinda Tiirkiye’de ilk olarak saptandigi
bildirilmistir.

Ulkemizde Ege Bolgesinde izmir ve Manisa illerindeki bag alanlarinda
yapilan calismada esca hastaliginin belirgin simptomlarin1 gdsteren numuneler
toplanmigtir. Odun dokusunda enine kesitler alinarak iic farkli nekrotik doku
bolgesinden; agik renk ve yumusak doku ile karakterize edilen merkezi bir bolge, bu
bolgeyi ¢evreleyen koyu kahverengi ya da siyah renkte keskin bir serit ve koyu
kahverengi bolgenin yaninda pempemsi kahverengi bolgelerden izolasyon
yapilmistir. Sonug olarak Stereum hirsutum, Phellinus sp., Phaeoacremonium
oleophilum, ve Phaeomoniella chlamydosporum saptanmustir. Son iki tiir Tiirkiye’de

ilk kez rapor edilmistir (Erkan ve Larignom, 1998).

Albayrak vd. (2002), tarafindan Erzincan ilin’de 1997-2000 yillar1 arasinda
yiiriitiilen survey ¢aligmasi ile bag alanlarinda fungal hastalik etmenleri belirlenerek
sorun olan etmenlerin bulunma oranlar1 ve yayilma oranlar1 tespit edilmistir.
Hastalikli bitki dokularindan yapilan izolasyon ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen
izolatlarin morfolojik tanilar1 yapilmistir. Bunlar igerisinde yaygin olarak izole edilen
etmenler; Plasmopara viticola, Uncinula necator, Botrytis cinerea, Sphaceloma

ampelinum ve Stereum hirsutum olarak saptamiglardir.

2009-2012 yillar1 arasinda Ege bdlgesi izmir, Denizli ve Manisa illerindeki
bag alanlarinda alman 6rneklerden izole edilen etmenlerin morfolojik ve molekiiler

yontemler yardimiyla tanilama ¢aligmalar1 sonucunda Phaeoacremonium
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oleophilum, Phaeomonielle chlamydospora ve Fomitiporia mediterrenea etmenleri
saptanmistir. S0z konusu etmenlerin  molekiiler tanisinda; Phaeomonielle
chlamydospora i¢in Pcll ve Pcl2 primerleri kullanilmis ve 325 bp biiyiikliigiinde
bant elde edilmis, Phaeoacremonium oleophilum icin ITS4-ITS5 primerleri
kullanilmis ve 610 bp’lik bant elde edilmis, Fomitiporia mediterrenea i¢in ITS 4-1TS
5 primerleri kullanilarak ve 740 bp biiyiikligiinde bant elde edildigi bildirilmistir
(Poyraz, 2012).

Ankara ili bag alanlarinda 2009-2010 yillarinda goriilen fungal hastaliklarin
belirlenmesi tizerine yapilan ¢alismada Phaeoacremonium scolyti etmeni iilkemizde

{iziim baglarmnda esca hastaligina neden oldugu ilk kez rapor edilmistir (Ozben,

2012).

Ege Bolgesinde 2012 yilinda yapilan ¢alismada Manisa ilindeki baglarda
goriilen kanser belirtileri sonucunda yapilan gozlemlerde odun dokusunda kama
biciminde renk degisikligi en yaygm simptom olarak saptanmistir. Yapilan
molekiiler ¢aligmalar sonucunda Diplodia seriata, Botryosphaeria dothidea,
Neofusicoccum parvum ve Lasiodiplodia theobromae olmak iizere dort farkli

Botryosphaeriaceae izolati ilk kez rapor edilmistir (Akgl, 2014).

Manisa’da 2019 yilinda yapilan ¢calismada 3 6rnek ve Gaziantep 1 Ornek’te
odun dokusunda kama seklinde koyu kahverengi lekeler, ksilem nekrozu ve
ilkbaharda biliylime eksikligi Botryosphaeriaceae dieback andiran Simptomlar tiim
orneklerde gozlenmistir. Yapilan izolasyon sonucunda elde edilen patojenler
morfolojik ve molekiiler teshis sonucunda Lasiodiplodia exigua ve Neoscytalidium
novaehollandiae olmak tizere iki farkli Botryosphaeriaceae izolat: ilk kez rapor
edilmstir (Akgl, 2019).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

Bu calismanin ana materyalini Cizelge 3.1°de {iretim degerleri verilen
Malatya ilinde bagciligin yogun oldugu Arapgir, Yesilyurt, Battalgazi ve Darende
ilgeleri bag alanlarinda toplanan hastalikli dal, govde ve kok gibi bitkisel materyaller,
bunlardan izole edilen fungal izolatlar, besi yerleri, kimyasal maddeler, laboratuvar
malzemeleri olusturmustur.

Cizelge 3.1. 2018 y1l1 Malatya ili liziim {iretim alanlar1 (da) ve Dogu Anadolu bolgesi
tiretimindeki pay1 (TUIK, 2018)

Yetistirme Amaci Uretim alam (da)
Sofralik Cekirdekli 29,150
Kurutmalik Cekirdekli 7,898

Saraphk 4,439

Toplam 41,487

Do i e

3.2. Metod

3.2.1. Survey ¢ahismalari

Malatya ilinde Tarmm 11 Miidiirliigiiniin 2016 yil1 verilerine gdre bagciligin
yogun oldugu Arapgir, Yesilyurt, Battalgazi ve Darende ilgeleriyle bu ilgelere baglh
koylerdeki bag alanlar1 dikkate alinmistir. Bu alanlarda gévde fungal hastaliklarmin
belirlenmesi amaciyla bolgeyi temsil edebilecek ve agirlikli olarak iiziim {iretimi
yapilan koyler survey alani olarak belirlenmistir. Bolgeyi temsil edecek sekilde
secilen bag alanlarinda, vejatasyon peryodu dikkate alinarak iki farkli donemde
ornekleme yapilmistir. Fungal bag hastaliklarinin yaygmlik kazandigi Haziran-
Temmuz aylarinda ilk 6rnekleme ve bolgenin hasat zamanindan hemen 6nce Eyliil
ve Ekim aylarinda ikinci drnekleme yapilmustir. Orneklemede Bora ve Karaca

(1970)’nin bildirdigi gidiimlii 6rnek alma yontemi esas alinmistir.
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Sekil 3.1 Malatya ili survey alani

3.2.2. Laboratuar ¢calismalari

Laboratuvara getirilen hastalikli bitki ornekleri ana govde ve 2 yasindaki

stirglinlerden enine kesitler alinmistir. Bu kesitlerde belirti goriilen kisimlarda steril

bisturi yardimiyla 3-4 mm’lik parcalar hasta ve saglam dokuyu icerecek sekilde

kesilmis ve %1’lik Sodyum hipo klorit i¢inde 2-3 dakika bekletildikten sonra steril

kurutma kagitlar1 (Watman Filter Papers 110 mm, Germany) arasinda nemi alinmistir

ve 15 dakika siire ile kurumaya birakilmistir. Bitki parcalar1 streptomisin (Sigma)

ilaveli (100 mg/l) Potato Dextrose Agar (PDA, Merck, Germany) ve Malt Extract

Agar (MEA, Merck, Germany) igeren petrilere (Isolab 90-17 mm) ekimleri yapilarak

2242 °C’de 12 saat 151k, 12 saat karanlikta fotoperyotta inkiibasyona (Panasonic ME-
352 PE, Japan) brrakilmigtir (Sekil 3.2). Yaklasik 7-10 giinliik inkiibasyondan sonra

gelisen kolonilerin misel uglarindan alinan pargalar, tekrar PDA besi yerine alinarak

saf kiiltiirler elde edilmistir. Bu saf kiiltiirlerden alinan agar diskleri egik agarda
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(igerinde PDA bulunan test tiiplerinde) +4 °C’de teshisleri yapilmak tizere

saklanmistir.

Sekil 3. 2. Izolasyon calismalarinin evreleri, Yiizey sterilizasyonu, Petrilere ekim
(PDA), 22+2 °C Inkubasyon

3.2.3. Morfolojik teshis

Funguslarin izolasyonunda ve teshisinde kullanilan besi ortamlarinin PDA

ve MEA igerikleri asagida verilmistir.

Malt Extrakt Agar (MEA) Besi yeri

Malt Ekstract 20 gr

Agar 15gr

Destile su 11t

Streptomisin 100 mg/It (otoklavdan sonra)

Icerisinde Malt Extrakt Agar bulunan cam siseler otoklava yerlestirilerek 121
°C’de 20 dakika strelize edilmistir. Sterilizasyondan sonra 45-50 °C’ye kadar
sogutulan ortamlara streptomisin ilave edilerek karistirilmis ve 90x17’lik plastik
petrilere 20-22 ml olacak sekilde dokiilerek sogumaya birakilmistir. En az 2 giin

steril kabinde de nemin uzaklagmas1 ve bulagmalar1 tespit amaciyla bekletilmislerdir.

Patato Dextrose Agar (PDA) Besi yeri

PDA 39 gr
Destile su 11t
Streptomisin 100 mg/It (otoklavdan sonra)

Icerisinde Patato Dextrose Agar bulunan cam siseler otoklava yerlestirilerek
121 °C’de 20 dakika strelize edilmistir. Sterilizasyondan sonra 45-50 °C’ye kadar
sogutulan ortamlara streptomisin ilave edilerek karistirilmis ve 90x17’lik plastik
petrilere 20-22 ml olacak sekilde dokiilerek sogumaya birakilmistir. En az 2 giin

steril kabin de nemin gitmesi ve bulagmalari tespit amaciyla bekletilmislerdir.
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Hastalik etmenlerinin izolasyonlar1 3.2.2°de belirtildigi sekilde yapildiktan

sonra morfolojik ve mikroskobik &zelliklerine gore incelemeler yapilmistir.

Fungal etmenlerin tanisinda koloni rengi ve gelisimi, hif 6zellikleri, konidi
yapilar1 ve piknid yapilar1 dikkate alinarak Larignon ve Dubos (1997), Fischer vd.
(2016), Fischer (2006), Lawrence et al. (2017), Urbez-Torres vd. (2010) gore
yapilmistir.

Sekil 3.3 Morfolojik ve mikroskobik karakterlerine gore tanilama ¢alismalari

3.2.4. Molekiiler calismalar
3.2.4.1. Fungal DNA ekstraksiyonu

Fungal kiiltirlerden DNA izolasyonu ekstraksiyon kiti (Qiagen DNeasy

Blood ve Tissue kit, Germany) protokoliine gore yapilmistir. Buna gore;

1,5 ml’lik santrifiij tiipiine ortalama steril bistiiri yardimi ile PDA ortaminda
gelisen fungal 10 mg miselyum tiipe konuldu ve tizerine 180 pl AL buffer eklendi ve
mini havaneli yardimiyla ezildi. Fungal dokular pargalandiktan sonra 20 pl
Proteinaz-K enzimi santrifiij tiipli igine eklenerek en az bir saat siireyle 56 °C’de
kuru blok 1siticida inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra Ornekler tamamen pargalandi,
homojenat tizerine 200 ul ATL buffer eklenerek 15 saniye vortekslendi daha sonra
tiipe 200 pl %100’lik ethanol eklenerek tekrar 15 saniye vortekslendi. Santrifiij tiipii
icindeki karigimim tamami mikropipet yardimu ile gekilerek kolona yiiklendi. Kolon
8000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi, sonraki agsamada alt tiip atilarak yenisi
yerlestirilen kolona 500 pl AW1 buffer eklenerek 8000 rpm’de 1 dakika
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santrifijlendi. Filtreden gegen kisim atilarak kolona 500 ul AW2 eklendi ve 14000
rpm’de 3 dakika santrifiijlendi. Filtreden gecen kisim atildi. Kolon bos sekilde 14000
rpm’de 1 dakika santrifiijlendikten sonra alt tiip atilarak kolon 1,5 ml’lik santrifiij
tiiptine alind1 ve 100 ul AE buffer eklenerek 8000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenerek
DNA’nin filtreden santrifiij tlipline ge¢mesi saglandi. Elde edilen DNA
kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmstur.

3.2.4.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR in vitro kosullarda DNA dizilerinin ¢ogaltilmasi esasina dayanan basit,
spesifik ve hassas bir tekniktir. Fungal kiiltiirlerden elde edilen DNA kullanilarak
PCR yapildi

PCR uygulamasinin ilk asamasi reaksiyon karigiminin (PCR  mix)

hazirlanmasi. Bunun i¢in iki farkl protokol kullanildi.

PCR protokolii 1: Her 6rnek icin toplam 25 pl olacak sekilde reaksiyon

karisimi Cizelge 3.2°de verildigi miktarlara hazirland1.

Cizelge 3.2. Bir PCR reaksiyonu i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlar

Her bir ornek icin

10x Dream Tag Green Buffer 3 ul
dNTP mix 0,4 ul
Forward primer 0,35 ul
Reverse primer 0,35 ul
Dream Tag 0,2 ul
DNA 5 ul
Nuclease free water 15,7 ul
Toplam 25 ul

PCR protokolii 2: Her 6rnek i¢in toplam 25 pl olacak sekilde reaksiyon
karigimi Cizelge 3.3’de verildigi gibi hazirlandi.
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Cizelge 3.3. PCR Master Mix

Her bir 6rnek i¢in

PCR Master Mix 3,6 ul
Forward primer 0,35 ul
Reverse primer 0,35 ul
DNA 5 ul

Nuclease free water 15,7 ul
Toplam 25 1

PCR igin asagida verilen primerler kullanilarak hazirlanan reaksiyon karigimi
her 6rnek i¢in PCR tiiplerine 20 pl konulmus tizerine 5 pl DNA 6rnegi eklenmistir.
Daha sonra ornekler ThermalCycler’a (Sekil 3.4) vyerlestirildi. ThermalCycler
(HiMedia, Prima-TRIO) cihazi asagidaki parametrelere gore ayarlandi.

ITS (1-4) primerleri (White vd. 1990)

ITS1 (5'-TCC TCC GCT TAT TGA AAG G-3")
ITS4 (5'-TCC TCC GCT TAT GC-3")

ITS (1-4) primerleri PCR dongiisii

> 95°C’de 3 dk

95 °C’de 1 dk
45 °C’de 1 dk 40 dongii
72 °C’de 2 dk

72 °C’de 5 dk
> 4°C’de o

YV YV VYV

ITS (4-5) Primerleri (White vd. 1990)

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

ITS (4-5) Primerleri i¢in PCR dongiisii

> 94°C’de2dk

94 °C’de 1 dk
58 °C’de 1 dk 35 dongii
72 °C’de 1,5 dk

72 °C’de 5 dk
4°Cde «©

YV V VYV VYV
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B-Tubulin primerleri (Glass & Donaldson 1995)

BT2a (5'GGT AAC CAA ATC GGT GCT GCT TTC-3")
BT2b (5'-ACC CTC AGT GTAGTG ACC CTT GGC-3"

B-Tubulin primerleri i¢cin PCR dongiisii

> 95°C’de 5 dk

95 °C’de 30 sn
58 °C’de 30 sn 35 dongii
72 °C’de 1 dk

72 °C’de 7 dk
4°Cde

YV V V VYV

LSU primerleri (Woudenberg vd. 2009)

LROR (5'-ACC CGC TGA ACT TAA GC-3")
LR5 (5'-TCC TGA GGG AAA CTT CG-3")

LSU primerleri i¢gin PCR dongiisti

72 °C’de 1 dk

95 °C’de 45 sn
58 °C’de 45 sn 35 dongii
72°C’de 1 dk

72 °C’de 5 dk
4°C’de oo

YV V VVYVY V

TEF 1-a primerleri (Rehner & Buckley 2005)

EF1-728F (5-CAT CGA GAA GTT CGA GAA GG-3))
EF1-986R (5-TAC TTG AAG GAA CCC TTACC-3)

TEF 1- a primerleri PCR dongiisii

72 °C’de 1 dk

95 °C’de 45 sn
58 °C’de 45 sn 35 dongii
72 °C’de 1 dk

72 °C’de 5 dk
4°C’de

V V VVYVY V
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3.2.4.3. Agaroz jel elektroforez

PCR firiinleri, 1x TAE buffer (40 mM Tris-acetate, 1mM EDTA) ile
hazirlanmis %2°lik agaroze jelde elektroforez yapilmis (100 V’ da 2 saat), pronasafe
(Condalab, Spain) veya Serva DNA Stain G kullanilarak boyanmis (5 ul/ 100 ml) ve
jel goriintiileme sisteminde (Vilber Quantum St5) gézlemlenmistir (Sekil 3.4). Elde
edilen bantlarin molekiil agirliklarinin belirlenmesinde marker olarak Gelpilot 100 bp

DNA ladder kullanilmistir.

CRcn NN

Sekil 3.4. Molekiiler teshis ¢alismalari; PCR reaksiyon karigimi hazirlanisi, Thermal
Cycler, Elektroforez Unitesi

3.2.4.4. DNA dizilemesi

PCR firiinleri elektroforezde dogrulandiktan sonra hizmet alimi ile ¢ift yonli
dizilemesi (Sanger-sekans) yapilmistir. Elde edilen diziler NCBI (The National
Center for Biotechnology Information)’mn web sayfasinda BLAST analiz; programi

ile benzerlik oranina bakilarak molekiiler tanilanmasi yapilmustir.
3.2.5. Patojenite ¢alismalari

Patojenite caligmalar1 i¢in temini kolay olan 2 yasinda, Amerikan asma

anacina asili Kohnii asma genotipi kullanilmistir.

Bunun i¢in izolatin MEA ortaminda 7 giin siire 22+2 °C’de 12 saat 151k, 12
saat karanlik iceren fotoperyotta inkiibasyona birakilmistir. Inkiibatérde 7 giin siire
ile gelistirilen koloniler stereo mikroskop ve binokiiler mikroskop (Nikon; SMZ745T
ve ECLIPSE E200) kullanilarak incelenmis ve sporulasyon olup olmamasina
bakildi. Sporulasyon meydana gelen petrilere 10 ml steril bi destile su kondu ve
sporlarin 6ze ile kazinarak bu suya gegmesi saglandi. Olusan spor siispansiyonu steril

tilden siiziilerek misel ve agar pargalarinin siispansiyona gecisi engellendi.
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Siispansiyon thoma lami yardimiyla 10° spor/ml konsantrasyonuna ayarlandi.
Saksilardaki Kohnii fidanlarinin govdelerinde steril bistiiri ile 3 cm uzunlugunda
kabuk altma kadar inen kesikler agildi Bu kesiklere izolatlarm 10° spor/ml
konsantrasyonundaki siispansiyonundan 2 ml’lik siprey yapilarak bu alanlar parafilm
ile kaplanmustir. Kontrol bitkisine ise steril saf su piiskiirtiilerek bu alanlar parafilm
ile kaplanmistir. Bitkiler 25+2°C sicaklikta ve 12 saat 151k 12 saat karanlik periyot
iceren sera kosullarinda 21 giin siireyle inkube edilmistir. Her izolat i¢in 3 adet test
bitkisine inokulasyon yapilmistir. Her bir bitki bir tekerriir olarak kabul edilmis ve

deneme 3 tekerriirlii olarak yapilmistir.

Patojenite 21 giinliik siirenin sonunda degerlendirilmistir. Degerlendirmede
bitkinin odun ve kabuk dokusunda kahverengi-siyah renk degisimi patojen olarak
degerlendirilmistir. Daha sonra Koch postiilatlar1 uygulanmigtir. Renk degisiminin
oldugu bolgelerde doku pargalar1 alinarak PDA besi ortamina ekim yapilarak patojen
basariyla izole edilmistir (Lawrence vd. 2017, Farr ve Rossman 2019). Patojenite

testi elde edilen her izolat i¢in uygulanmamis, daha once asma bitkisinde tespit

edilmeyen izolatlar i¢cin uygulanmistir.

Sekil 3.5. Patojenite calismalarinda kullanilan bitkiler
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Survey Cahsmalan

Survey caligmalar1 Malatya’nin en Onemli bag alanlarina sahip Arapgir,
Yesilyurt, Darende ve Battalgazi ilgeleri (Sekil 4.1) ve kdylerinde 2018 yilinda
asmanin fenolojisini dikkate alarak hastalik simptomlarmin goriilmeye basladigi
Haziran-Temmuz ve Eyliil-Ekim aylarinda yiritiildi (Sekil 4.2). Malatya ili ilge

bazinda alinan 6rnek sayilar1 Cizelge 4.1’ de verilmistir.

Sekil 4.2. Bag alaninda survey caligsmalari ve hastalikli omcalardan bitki 6rnegi
alinmasi
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Cizelge 4.1. Malatya ili ilge bazinda alinan 6rnek sayilar1 ve ekilis miktarlar1 (da)

EKILIS ..
. . ALANLARI ORNEK SAYISI
iL iLCE (da) TOPLAM
1. DONEM 2. DONEM
Arapgir 8,933 15 18 33
; Yesilyurt 7.782 8 7 15
|_
<
-l
<
= Battalgazi 6,915 5 7 12
Darende 3,115 4 5 9
TOPLAM 26,745 32 37 69

Toplamda 69 bitki 6rnegi (Cizelge 4.1) ve 2400 da’lik alanda survey
yapilarak hastalik belirtisi gosteren bitkilerden ana gévde ve 2 yasinda siirgiin
ornekleri alindi. Bitkide goriilen simptomlar; Hastalikli bitkinin tamaminda veya bir
kisminda saghkli goriinen yaprak ve iiziim salkimlar1 aniden solmaya baslar ve
birkag¢ giin i¢inde bitki tamamen kurur ancak salkimlar bitkide asili kalir. Apopleksi

sonucu dlen bitkilerden (Sekil 4.3) 6rnekler alinmustir.
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Sekil 4.3. Esca’nin neden oldugu apopleksi simptomlari

Bitkinin kalin govde dokusu ve en az 2 yasindaki siirgiinlerden enine kesitler

almarak dokuda renk degisimi olan bolgelerden (Sekil 4.4,) 6rnekler almmustir.

Sekil 4.4. Vaskiiler dokuda beyaz ciiriikliik ve “V’ harfi seklinde renk degisimi

Bitkinin kalin govde dokusunda biikiilme, ¢atlama ve renk degisimi goriilen

bitkilerden (Sekil 4.5) 6rnekler alinmustir.
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Sekil 4.5. Hastalikl1 bitki gévdesinde biikiilme ve renk degisimi

Govde fungal hastaliklarmin en yaygin ve en tipik belirtisi yapraklarda
goriiliir. Yapraklarda damar aralarinda kahverengi-kizil renkte lezyonlar (Sekil 4.6)

goriilen bitkilerden 6rnekler alinmistir.

Sekil 4.6. Enfekteli asmada yaprak belirtilerinin genel goriiniimii

Hastalikli asmalarda budama dan sonra bitkide agilan yaralardan siyah kiiciik

noktaciklar seklinde s1vi ¢ikisiin oldugu (Sekil 4.7) bitkilerden 6rnekler alindi.
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Sekil 4.7. Enfekteli asma da ksilem dokularindan sizan inokulum

Enfekteli asmalarda salkimlardaki tanelerin tizerinde kii¢iik koyu kahverengi-
mor lekeler ve salkimlarm biiziiserek kurumasi (Sekil 4.8) bigiminde simptomlar

gosteren bitkilerden 6rnekler alind1.

Sekil 4.8. Taneler iizerinde lekeler ve biiziisme

Bu calismada survey alan1 Malatya bolgesinde toplam bag alaninin % 9’unu

olusturmustur. Ulkemizde; Ankara ili bag alanlarinda fungal etmenlerin belirlenmesi
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iizerine yapilan ¢alismada survey alani toplam bag alaninm % 6’sin1 (Ozben 2012),
Erzincan ilinde yapilan bir diger ¢alismada %5’ini (Albayrak vd., 2002), Fischer ve
Kassemeyer (2003), tarafindan yapilan calismada esca hastaligina neden olan
etmenleri belirlenmesi iizerine yapilan calismada survey toplam alanin %5’ini

olusturmustur.

Alman 6rnekler koordinatlarini belirten etiketler ile birlikte kese kagidi i¢inde

buz kutusunda Malatya Turgut Ozal Universitesi Mikoloji Laboratuvarina getirildi.
4.2. Teshis Cahsmalan
4.2.1. Morfolojik teshis calismalari

Hastalik etmenlerinin izolasyonlar1 yapildiktan sonra Larignon ve Dubos
(1997), Fischer vd. (2003), Lawrence vd. (2017), Urbez-Torres vd. (2010), Bertsch
vd. (2012), gore morfolojik ve mikroskobik Ozellikleri dikkate alinarak teshisleri
yapilan funguslar ve 6rnek numaralar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Teshisleri yapilan ve ¢caligmada kullanilan izolat numaralari, toplandigi
ilgeler ve etmenler

IZOLAT

NO ILCE TESHIS SONUCU

Arp. 1-A ARAPGIR | Macrophomina phaseolina

Arp. 1-B ARAPGIR | Botryosphaeria spp.

Arp. 1-C ARAPGIR | Fusarium spp.

Arp. 2-A | ARAPGIR | Dothiorella spp.

Arp. 2-B ARAPGIR | Botryosphaeria spp.

Arp. 2-C ARAPGIR | Cytospora viticola

Arp. 2-D ARAPGIR | Phaemoniella chlamydospora

Arp.2-E | ARAPGIR | Neoscytalidium novaehollandiae

Arp. 2-F ARAPGIR | Aspergillus fumigatus
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Cizelge 4.2. Devam

IZOLAT . .
NO ILCE TESHIS SONUCU
Arp. 3-A | ARAPGIR | Epicoccum nigrum
Arp. 3-B ARAPGIR | Botryosphaeria spp.
Arp. 3-C ARAPGIR | Fusarium spp.
Arp. 3-D ARAPGIR | Alternaria spp.
Arp. 4-A | ARAPGIR | Botryosphaeria spp.
Arp. 4-B ARAPGIR | Fomitiporia mediterranea
Arp. 4-C ARAPGIR | Fusarium spp.
Arp. 4-D ARAPGIR | Dothiorella spp.
Arp. 4-E ARAPGIR | Cytospora viticola
Arp.5-A | ARAPGIR | Alternaria spp.
Arp. 5-B ARAPGIR | Dothiorella spp.
Arp. 5-C ARAPGIR | Lasiodiplodia spp.
Arp. 6-A | ARAPGIR | Dothiorella spp.
Arp. 6-B ARAPGIR | Fomitiporia mediterranea
Arp. 6-C ARAPGIR | Botryosphaeria spp.
Arp. 6-D ARAPGIR | Botryosphaeria spp.
Arp. 7-A ARAPGIR | Botryosphaeria spp.
Arp. 7-B ARAPGIR | Alternaria spp.
Arp.7-C | ARAPGIR | Phagomoniella chlamydospora
Arp. 7-D ARAPGIR | Botryosphaeria spp.
Arp. 8-A | ARAPGIR | Fusarium spp.
Arp. 8-B ARAPGIR | Alternaria spp.
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Cizelge 4.2. Devam

IZOLAT . .

NO ILCE TESHIS SONUCU
Arp. 9-A ARAPGIR | Alternaia spp.
Arp. 9-B ARAPGIR | Fusarium acuminatum
Arp. 9-C ARAPGIR | Fomitiporia mediterranea
Arp. 9-D ARAPGIR | phagomoniella chlamydospora
Arp. 10-A ARAPGIR | Epicoccum nigrum
Arp. 10-B ARAPGIR | Epicoccum nigrum
Arp. 10-C ARAPGIR | Epicoccum nigrum
Arp. 10-D ARAPGIR | Alternaria spp.
Arp. 11-A ARAPGIR | Alternaria spp.
Arp. 11-B ARAPGIR | Dothiorella spp.
Arp. 11-C ARAPGIR | Botryosphaeria spp.
Arp. 11-D ARAPGIR | Botryosphaeria spp.
Arp. 12-A ARAPGIR | Epicoccum nigrum
Arp. 12-B ARAPGIR | Fomitiporia mediterranea
Arp. 12-C ARAPGIR | Dothiorella spp.
Arp. 12-D ARAPGIR | Botryosphaeria spp.
Arp. 12-E ARAPGIR | Cladosporium spp.
Arp. 12-F ARAPGIR | Lasiodiplodia spp.
Arp. 13-A ARAPGIR | Epicoccum nigrum
Arp.13-B | ARAPGIR | phagomoniella chlamydospora
Arp. 13-C ARAPGIR | Botryosphaeria spp.
Arp. 13-D ARAPGIR | Dothiorella spp.
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Cizelge 4.2. Devam

IZOLAT . .
NO ILCE TESHIS SONUCU
Arp. 14-A ARAPGIR | Alternaria spp.
Arp. 14-B ARAPGIR | Alternaria spp.
Arp. 14-C ARAPGIR | Epicoccum nigrum
Arp. 14-D ARAPGIR | Dothiorella spp.
Arp. 15-A ARAPGIR | Clodosporium spp.
Arp. 15-B ARAPGIR | phaecomoniella chlamydospora
Arp. 15-C ARAPGIR | Beauveria bassiana
Arp. 15-D ARAPGIR | Dothiorella spp.
Arp. 16-A ARAPGIR | Fusarium spp.
Arp. 16-B ARAPGIR | Alternaria spp.
Arp. 16-C ARAPGIR | phaeomoniella chlamydospora
Arp. 16-D ARAPGIR | Torula herbarum
Arp. 16-E ARAPGIR | Aureobasidium pullulans
Arp. 17-A ARAPGIR Epicoccum nigrum
Arp. 17-B ARAPGIR Botryosphaeria spp.
Arp. 18-A ARAPGIR | Fusarium spp.
Arp. 18-B ARAPGIR | Fusarium spp.
Arp. 18-C ARAPGIR | Botrytis cinerea
Arp. 18-D ARAPGIR | Alternaria spp.
Arp. 19-A ARAPGIR | Fusarium spp.
Arp. 19-B ARAPGIR Botryosphaeria spp.
Arp. 19-C ARAPGIR Cladosporium spp.
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Cizelge 4.2. Devam

IZOLAT . .
NO ILCE TESHIS SONUCU
Arp. 20-A ARAPGIR | Epicoccum nigrum
Arp. 20-B ARAPGIR | Fomitiporia mediterranea
Arp. 20-C ARAPGIR | Alternaria spp.
Arp. 20-D ARAPGIR | Botryosphaeria spp.
Arp. 20-E ARAPGIR | Fusarium spp.
Arp. 20-F ARAPGIR | Epicoccum nigrum
Arp. 20-G ARAPGIR | Cladosporium herbarum
Arp. 20-H ARAPGIR | Alternaria spp.
Arp. 20-L ARAPGIR Cytospora viticola
Arp. 21-A ARAPGIR Botryosphaeria spp.
Arp. 21-B ARAPGIR | Dothiorella spp.
Arp. 21-C ARAPGIR | Fusarium spp.
Arp. 21-D ARAPGIR | Dothiorella spp.
Arp. 21-E ARAPGIR Botryosphaeria spp.
Arp. 21-F ARAPGIR Epicoccum nigrum
Arp. 22-A ARAPGIR Fomitiporia mediterranea
Arp. 22-B ARAPGIR | Lasiodiplodia spp.
Arp. 23-A ARAPGIR Cytospora viticola
Arp. 23-B ARAPGIR Bipolaris sorokiniana
Arp. 24-A ARAPGIR | Dothiorella spp.
Arp. 24-B ARAPGIR | Alternaria spp.
Arp. 24-C ARAPGIR Cladosporium spp.
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Cizelge 4.2. Devam

IZOLAT . .

NO ILCE TESHIS SONUCU
Arp. 25-A ARAPGIR | Dothiorella spp.
Arp. 26-A ARAPGIR | Curvularia tsudae
Arp. 27-A ARAPGIR | Alternaria spp.
Arp. 27-B ARAPGIR | Alternaria spp.
Arp. 27-C ARAPGIR | Cytospora viticola
Arp. 28-A ARAPGIR Macrophomina phaseolina
Arp. 28-B ARAPGIR | Botryosphaeria spp.
Arp. 29-A ARAPGIR | Botryosphaeria spp.
Arp. 29-B ARAPGIR Neoscytalidium dimidiatum
Arp. 29-C ARAPGIR Botryosphaeria spp.
Arp. 30-A ARAPGIR | Lasiodiplodia spp.
Arp. 30-B ARAPGIR Macrophomina phaseolina
Arp. 30-C ARAPGIR Cytospora viticola
Arp. 31-A ARAPGIR | Fusarium spp.
Arp. 31-B ARAPGIR | Alternaria spp.
Arp. 32-A ARAPGIR Cladosporium spp.
Arp. 33-A ARAPGIR Macrophomina phaseolina
Arp. 33-B ARAPGIR Macrophomina phaseolina
YST. 1-A | YESILYURT | Fomitiporia mediterranea
YST. 1-B | YESILYURT | Alternaria spp.
YST. 1-C | YESILYURT | Alternaria spp.
YST. 1-D | YESILYURT | Botryosphaeria spp.
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Cizelge 4.2. Devam

IZOLAT . .

NO ILCE TESHIS SONUCU
YST.2-A | YESILYURT | Epicoccum nigrum
YST.2-B | YESILYURT | Fomitiporia mediterranea
YST.2-C | YESILYURT | Fomitiporia mediterranea
YST.3-A | YESILYURT | Epicoccum nigrum
YST.3-A | YESILYURT | Botryosphaeria spp.
YST.3-B | YESILYURT | Cladosporium spp.
YST. 4-A | YESILYURT | ppocomoniella chlamydospora
YST.4-B | YESILYURT | phacomoniella chlamydospora
YST.4-C | YESILYURT | Epicoccum nigrum
YST.4-D | YESILYURT | Epicoccum nigrum
YST.4-E | YESILYURT | Fusarium spp.
YST.6-A | YESILYURT | Fomitiporia mediterranea
YST.6-B | YESILYURT | Cladosporium spp.
YST.6-C | YESILYURT | Alternaria spp.
YST.6-D | YESILYURT | Fomitiporia mediterranea
YST.7-A | YESILYURT | Alternaria spp.
YST.7-B | YESILYURT | Phacomoniella chlamydospora
YST.7-C | YESILYURT | Epicoccum nigrum
YST. 8-A | YESILYURT | Botryosphaeria spp.
YST.8-B | YESILYURT | Fusarium spp.
YST.9-A | YESILYURT | Alternaria spp.
YST.9-B | YESILYURT | Fusarium spp.
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Cizelge 4.2. Devam

IZOLAT . .

NO ILCE TESHIS SONUCU
YST.9-C | YESILYURT | phacomoniella chlamydospora
YST.9-D | YESILYURT | Alternaria spp.

YST.9-E | YESILYURT | Alternaria spp.

YST. 10-A | YESILYURT | Fomitiporia mediterranea
YST. 10-B | YESILYURT | Fusarium spp.

YST. 10-C | YESILYURT | Alternaria spp.

YST. 10-D | YESILYURT | Alternaria spp.

YST. 10-E | YESILYURT | Cladosporium spp.

YST. 11-A | YESILYURT | Fomitiporia mediterranea
YST. 11-B | YESILYURT | Alternaria spp.

YST. 11-C | YESILYURT | Cladosporium spp.

YST. 12-A | YESILYURT | Epicoccum nigrum

YST. 12-B | YESILYURT | Alternaria spp.
YST.12-C | YESILYURT | Botryosphaeria spp.

YST. 13-A | YESILYURT | Neoscytalidium dimidiatum
YST. 13-B | YESILYURT | Fomitiporia mediterranea
YST. 13-C | YESILYURT | Fomitiporia mediterranea
YST. 14-A | YESILYURT | Alternaria spp.

YST. 14-B | YESILYURT | Fomitiporia mediterranea
YST. 14-C | YESILYURT | Alternaria spp.

YST. 14-D | YESILYURT | Alternaria spp.

YST. 15-A | YESILYURT | Alternaria spp.
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Cizelge 4.2. Devam

iZOLAT
NO

ILCE

TESHIS SONUCU

YST. 15-B

YESILYURT

Fusarium spp.

YST. 15-C

YESILYURT

Fusarium spp.

BAT.

1-A

BATTALGAZI

Fusarium spp

BAT.

1-A

BATTALGAZI

Fomitiporia mediterranea

BAT.

1-B

BATTALGAZI

Fomitiporia mediterranea

BAT.

2-A

BATTALGAZI

Alternaria spp.

BAT.

2-B

BATTALGAZI

Alternaria spp

BAT.

3-A

BATTALGAZI

Cladosporium spp.

BAT.

3-B

BATTALGAZI

Cladosporium spp.

BAT.

3-C

BATTALGAZI

Botryosphaeria spp.

BAT.

4-A

BATTALGAZI

Epicoccum nigrum

BAT.

4-B

BATTALGAZI

Epicoccum nigrum

BAT.

5-A

BATTALGAZI

Epicoccum nigrum

BAT.

5-B

BATTALGAZI

Fomitiporia mediterranea

BAT.

5-C

BATTALGAZI

Fomitiporia mediterranea

BAT.

6-A

BATTALGAZI

Fusarium spp

BAT.

7-A

BATTALGAZI

Fomitiporia mediterranea

BAT.

7-B

BATTALGAZI

Fomitiporia mediterranea

BAT.

7-C

BATTALGAZI

Fomitiporia mediterranea

BAT.

7-D

BATTALGAZI

Alternaria spp.

BAT.

8-A

BATTALGAZI

Alternaria spp.

BAT.

8-B

BATTALGAZI

Epicoccum nigrum
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Cizelge 4.2. Devam

iZOLAT
NO

ILCE

TESHIS SONUCU

BAT.

9-A

BATTALGAZI

Botryosphaeria spp.

BAT.

9-B

BATTALGAZI

Fusarium spp

BAT.

9-C

BATTALGAZI

Epicoccum nigrum

BAT.

10-A

BATTALGAZI

Epicoccum nigrum

BAT.

11-A

BATTALGAZI

Alternaria spp

BAT.

11-B

BATTALGAZI

Botryosphaeria spp.

BAT.

11-C

BATTALGAZI

Cladosporium spp.

BAT.

12-A

BATTALGAZI

Botryosphaeria spp.

BAT.

12-B

BATTALGAZI

Fusarium spp.

BAT.

12-C

BATTALGAZI

Clodosporium spp.

BAT.

12-D

BATTALGAZI

Botryosphaeria spp.

DRD.

1-A

DARENDE

Beauveria bassiana

DRD.

1-B

DARENDE

Botryosphaeria spp.

DRD.

1-C

DARENDE

Cytospora viticola

DRD.

DARENDE

Alternaria spp.

DRD.

2-B

DARENDE

Alternaria spp.

DRD.

2-C

DARENDE

Beauveria bassiana

DRD.

DARENDE

Botryosphaeria spp.

DRD.

3-A

DARENDE

Cytospora viticola

DRD.

3-A

DARENDE

Phaeomoniella chlamydospora

DRD.

DARENDE

Cladosporium spp.

DRD.

3-C

DARENDE

Cladosporium spp.
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Cizelge 4.2. Devam

IZOLAT . .
NO ILCE TESHIS SONUCU
DRD. 3-D DARENDE | Beauveria bassiana
DRD. 4-A DARENDE | Alternaria spp.
DRD. 4-B DARENDE Fusarium spp.
DRD. 4-C DARENDE | Cladosporium spp.
DRD.4-D | DARENDE | phagomoniella chlamydospora
DRD.5-A | DARENDE | phagomoniella chlamydospora
DRD. 5-B DARENDE | Cladosporium spp.
DRD. 5-C DARENDE | Botryosphaeria spp.
DRD. 5-D DARENDE | Cladosporium spp.
DRD.5-E | DARENDE | phacomoniella chlamydospora
DRD. 6-A DARENDE | Epicoccum nigrum
DRD. 6-B DARENDE | Botryosphaeria spp.
DRD. 6-C DARENDE | Alternaria spp.
DRD. 7-A | DARENDE | phaeomoniella chlamydospora
DRD. 7-B DARENDE | Alternaria spp.
DRD. 7-C DARENDE | Epicoccum nigrum
DRD. 7-D DARENDE | Neoscytalidium dimidiatum
DRD. 7-E DARENDE Fusarium spp.
DRD. 8-A DARENDE | Beauveria bassiana
DRD. 8-B DARENDE Fusarium spp.
DRD. 8-C DARENDE Fusarium spp.
DRD. 8-D DARENDE | Cytospora viticola
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Cizelge 4.2. Devam

IZOLAT . .

NO ILCE TESHIS SONUCU
DRD. 9-A DARENDE | Neoscytalidium dimidiatum
DRD. 9-B DARENDE | Beauveria bassiana
DRD. 9-C DARENDE | Alternaria spp.

DRD. 9-D DARENDE | Botryosphaeria spp.

DRD. 9-E DARENDE | Epicoccum nigrum

DRD. 9-F DARENDE | Beauveria bassiana

DRD. 9-G DARENDE | Fusarium spp.

DRD. 10-A | DARENDE | Botryosphaeria spp.

DRD. 10-B | DARENDE | Fusarium spp.

DRD. 10-C DARENDE | Neoscytalidium dimidiatum
DRD. 10-D | DARENDE | Alternaria spp.

Yapilan survey ile Arapgir ilgesinden 33 tane enfekteli bitki 6rnegi alinmastir.
Alinan Orneklerden 115 adet fungal kiiltiir elde edilmis olup Cizelge 4.2°de
belirtildigi tizere 20 adet Botryosphaeria spp., 13 tane Dothiorella spp., 6 adet
Cytospora viticola, 7 adet Fomitiporia mediterranea, 4 adet Lasiodiplodia spp., 6
adet Phaemoniella chlamydospora, 1 adet Neoscytalidium dimidiatum ve 1 adet
Neoscytalidium novaehollandiae patojenleri belirlenmistir. Fungal kiiltiirlerde
saptanan saprofitler 5 adet Macrophomina phaseolina, 11 adet Fusarium spp. 1 adet
Fusarium acuminatum, 11 adet Epicoccum nigrum, 16 adet Alternaria spp., 5 adet
Cladosporium spp., 1 adet Cladosporium herbarum, 1 adet Beauveria bassiana, 1
adet Bipolaris sorokiniana, 1 adet Curvularia tsudae ve 1 adet Aspergillus fumigatus

belirlenmistir.

Yesilyurt ilcesinde 15 adet enfekteli bitki Ornegi almmistir. Alinan
orneklerden 50 adet fungal kiiltiir elde edilmis olup Cizelge 4.2°de belirtildigi lizere

10 adet Fomitiporia mediterranea, 4 adet Botryosphaeria spp., 4 adet Phaemoniella
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chlamydospora, 1 adet Neoscytalidium dimidiatum, patojenleri belirlenmistir. Fungal
kiiltiirlerde saptanan saprofitler 15 adet Alternaria spp., 6 adet Epicoccum nigrum, 4
adet Cladosporium spp, 6 adet Fusarium spp. belirlenmistir.

Battalgazi ilgesinde 6 adet Botryosphaeria spp., 7 adet Fomitiporia
mediterranea patojenleri belirlenmistir. Fungal kiiltiirlerde saptanan saprofitler 5 adet
Alternaaria spp. 4 adet Cladosporium spp. 6 adet Epicoccum nigrum, 3 adet

Fusarium spp. belirlenmistir.

Darende ilgesinde 6 adet Botryosphaeria spp., 3 adet Cytospora viticola, 5
adet Phaemoniella chlamydospora, 3 adet Neoscytalidium dimidiatum patojenleri
saptanmistir. Fungal kiiltiirlerde saptanan saprofitler 6 adet Beauveria bassiana, 7
adet Alternaaria spp., 5 adet Cladosporium spp., 6 adet Fusarium spp., 3 adet

Epicoccum nigrum belirlenmistir.
4.3. Molekiiler Teshis Calismalari

Ekstraksiyon ve PCR
Toplam 44 adet izolat ektraksiyon kiti kullanilarak DNA ekstraksiyonu
yapilmistir. DNA’larin safliklar1 ve konsantrasyonlarini belirlemek amaciyla

ornekler Bolu Abat Izzet Baysal Universitesine gonderilerek belirlenmistir.

PCR i¢in DNA marker 1x TAE buffer ile hazirlanmis % 2’lik agaroze jel de
100 V da 2 sa. pronasafe (Condalab, Spain) veya Serva DNA Stain G kullanilarak
boyanmis (5 pl / 100 ml) ve jel goriintilleme sisteminde (Vilber Quantum St5)
gozlemlenmistir (Sekil 4.9).

Cytospora viticola izolati kullanilan primere bagh olarak farkli biiyiiklikklerde
bantlar olusturmustur. TEF 1-a primerlerinin kullanildigi PCR’larda 200-300 bp
arasinda bant olusumu meydana gelmis (Sekil 4.9), ITS primerlerinin kullanildig:
PCR’larda 400-450 bp arasinda da bant olusumu meydana gelmis (Sekil 4.9), B-
Tubulin primerlerinin kullanildigi PCR’larda 400-450 bp arasinda da bant olusumu
meydana gelmistir (Sekil 4.9).

Neoscytalidium dimidiatum izolat1 kullanilan primere bagli olarak farkli
biiyiikliikklerde bantlar olusturmustur. TEF 1-a primerlerinin kullanildigi PCR
islemlerinde 250-350 bp arasinda bant olusumu meydana gelmis (Sekil 4.9), ITS
primerlerinin kullani1ldig1 PCR’larda 550-600 bp arasinda da bant olusumu meydana

38



gelmis (Sekil 4.9), B-Tubulin primerlerinin kullanildigi PCR’larda 450-500 bp
arasinda bant olusumu meydana gelmis (Sekil 4.9), LSU primerlerinin kullanildig:

PCR’larda 1100-1200 bp arasinda bant olusumu meydana gelmistir (Sekil 4.9).

M1234567K

/

/

Sekil 4.9. Cytospora viticola izolatimin TEF 1-a (1), ITS (2), B-Tubulin (3) ve
Neoscytalidium dimidiatum izolatmin TEF 1-a (4), ITS (5), pB-Tubulin
(6), LSU primerleri (7), Su kontrol (K) ile elektroforez Jel goriintiisii.

DNA dizilemesi

PCR mix’leri 25 ul’lik hacimlerde hazirlanmis olup bunun 15 pl’lik kismi
elektroforezde kullanilmis kalan PCR iirlinleri hizmet alimi (Sentebiolab) ile cift
yonlii sekans (Sanger) yapilmistir. Elde edilen diziler NCBI’mm web sayfasindaki
BLAST analiz programi ve Geneious prime 2019 programi kullanilarak Genbank

verl tabaninda mevcut olan tiirlerle benzerlik oranma bakilarak molekiiler analizi
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yapilmistir. Sekans analizi finansal nedenlerden dolayi elde edilen tiim izolatlar igin
uygulanamamistir. Daha Once yapilan calismalarda da bag govde hastaliklar:
calisilmig ve bir ¢cok fungus elde edilmistir, ancak bu ¢aligmalarda da elde edilen her
fungusun patojen olmadig: epifitik veya non-patojen yada saprofit etmenler oldugu
belirtilmistir. Bu nedenle ¢alismamizda sinirli kaynak nedeniyle sadece teshisinden
stiphe duyulan, sporulasyon yapmayan veya dogrulamaya ihtiya¢ duyulan patojen

oldugu literatiirlerde belirtilen fungal kiiltiirler ele alinmistir.

Calismamizda daha once baglarda hastalik yaptigina dair kayit bulunmayan
Neocytalidium dimidiatum isimli etmen ilk kez tespit edilmistir. Etmen, baglarda ve
tilkemizde ilk kez tespit edildiginden, ITS primerlerine ek olarak LSU, BTU, TEF1-a
primerleri ile de PCR yapilmis ve sekanslamasi da yaptirilmistir. Neocytalidium
dimidiatum isimli etmenin daha 6nce badem, ceviz, antepfistigi, erik, domates, sogiit,
kavak, kaktiis, mango bitkilerinde hastalik olusturduguna dair kayitlar mevcut olup
iilkemizde domates ve antepfistig1 bitkilerinde de tespit edilmistir (Aroca vd. 2008,
Min Xu vd. 2018, Tiirk6lmez vd. 2019, Dervis vd. 2019).

Neocytalidium dimidiatum izolatmin NCBI’dan accession numaralari
(MK816354, MK816355, MK813853, ve MK813852) alinmis olup izolata ait ITS,
LSU, BTU, TEFl-alfa sckanslari, ayni tiiriin sekanslari ile karsilastirilmasina ait
dendogramlar1 Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13’te verilmistir.
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60.7 suis_Bitkisi_Cin_KY013660
Agave_Cin_MH656586
Pasa_Kilici_Malezya_MF580799
Kayisi_Turkiye_Kale4-C

86.46 Hint_Yagi_Misir_MG760625
/i':: Fcus Mior_KX98590
Ejder_Meyvesi_Viethnam_MG865987

| —— Mauritus_Malezya_KX443635

| ——— insan_Kore_MG028648

| Sagiit_Turkiye_MK430053
Y — $efta||_|sr-.:uI_KY3 79224

/7 [——— Salatalik_Iran_MF161097

[———————— Kiraz_iran_KY472305
[~ Erik_Tunus_MH676062

D Okaliptus_Irak_MH744729
\ Mese_iran_MK099884
F Seftali_Irak_MH791087

Mangrov_iran_MN158619

~———————@ Bag_Tirkiye_Arp2-E
N (CBS_Mango_Mali_DQ377925

Sekil 4.10. Neocytalidium dimidiatum’un LSU gen bélgesine gore diinyada tespit
edilmis diger Neocytalidium dimidiatum izolatlar1 ile molekiiler
benzerligini gosteren filogenetik agac

Fistik_iran_MF000373
Badem_ABD_MF991145
| ———@) Bag_Turkiye_Arp2-E
58.52 Ceviz_ABD_KF778965
[~—————— CBS_Hollanda_KX465065
100 S Turuncgil_Fas_MK830061
; Badem_ABD_MG021509

100 S~ Badem_ABD_GU251767

————————— iran_MH793734

100

ispanya_FM211171

~—————————— Brezilya_KM585969

~——————— Portekiz_KF531800

N Cin_KY349087

Sekil 4.11. Neocytalidium dimidiatum’un B-Tubulin gen bdlgesine gore diinyada
tespit edilmis diger Neocytalidium dimidiatum izolatlar1 ile molekiiler
benzerligini gosteren filogenetik agag
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59.01 insan_Malezya_JX966544
L

63.07 Canada_EF570499
- insan_Avustralya_KP132482
insan_Brezilya_KR072525
Ornamental_iran_KP054961
— 22.69 Fistik_Turkiye_MK343745

Domates_Tirkiye_MH114591
| —— @ Bag_Turkiye_Arp2-E

Pitaya_Cin_HQ439174

insan_israil_F)648577

Ficus_Meksika_KU141334
[~ Bag_ABD _KC937066

[~ Kaktiis_ABD KT803701
e Kocayemis_ABD_AY819726
N Badem_ABD_GU251108

Ejder_Meyvesi_Malezya_JX839963
insan_iran_KF571862

88.75

Sekil 4.12. Neocytalidium dimidiatum’un ITS gen bdlgesine gore diinyada tespit
edilmis diger Neocytalidium dimidiatum izolatlar1 ile molekiiler
benzerligini gosteren filogenetik agac

Bag Brezilya KF719956
58.47( sltlegen_Brezilya_KF226714
Bag_Brezilya_MG979530
Baobab_Avusturalya_GU199413
Patates_Brezilya_ MH349428

65.19 Mango_Malezya_MH744404
/—L Badem_USA_MG021567
59.67 Orman_Adaci_iran_KU095813
mzilya_KT24745 9

Domates_Turkiye_MH114594

52.58

61.52

Domates_Turkiye_MH114595

71.01——— CBS_Hollanda_KX464764
S~ Ceviz _USA_KC357315

Turunggil_USA_KF620406
Mango_Taylant_KJ193723
insan_Brezilya_KM586013
Mango_Avusturalya_GU172419
insan_iran_MH793726
Bag_Tirkiye_Arp2-E

0.003

Sekil 4.13. Neocytalidium dimidiatum 'un TEF 1-a gen bolgesine gore diinyada tespit
edilmis diger Neocytalidium dimidiatum izolatlar1 ile molekiiler
benzerligini gosteren filogenetik agac

Neoscytalidium dimidiatum’a ait Arp2-E izolatimin LSU primerleri
kullanilarak yapilan dendograminda %100 benzerlik orani ile DQ377925 ulasim
numarali CBS Mali izolati ile gruplanmistir (Sekil 4.10). Arp2-E izolatinin B-Tubulin
primerleri kullanilarak yapilan dendograminda %100 benzerlik orani ile KX465065
ulagim numarali CBS Fransa izolat1 ile ayn1 grupta yer almistir (Sekil 4.11). Arp2-E
izolatmin ITS primerleri kullanilarak yapilan dendograminda %99,6 benzerlik orani

ile KR0O72525 ulasim numarali Brezilya izolat1 ile gruplanmustir (Sekil 4.12). Arp2-E
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izolatinin TEF 1-o primerleri kullanilarak yapilan dendograminda %95,9 benzerlik

orani ile GU172419 ulasim numarali Avusturalya izolati ile ayni grupta yer almistir

(Sekil 4.13).

Calismada Arapgir ilgesinden alinan bir adet izolat Cytospora viticola etmeni
morfolojik ve molekiiler olarak tespit edilmistir. Etmen, Amerika Birlesik
Devletlerinde ilk defa 2016 yilinda Lawrence vd. (2017) tarafindan Thompson
cekirdeksiz liztim g¢esidinde tespit edilmis olup sonrasinda ayni iilkede 2019 yilinda
Farr ve Rossman (2019) isimli arastiricilar tarafindan da tespiti yapilmustir.
Cytospora viticola Amerika’dan sonra bag alanlarinda ikinci olarak {ilkemizde tespit

edilmistir.

Cytospora viticola izolatinin NCBI’dan accession numaralar1 (MK706295,
MK715441 ve MK715442) alinmis olup izolata ait ITS, BTU, TEF1-alfa sekanslar1
ayni tiire ait sekanslar ile karsilastirilmistir. 1TS4-5 primerleri kullanilarak elde

edilen PCR f{iriinline ait filogenetik agaci Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16’da

63.71 Bag_ABD_KX256251
63.71 Bag_ABD_KX256250
6371 Bag_ABD_KX256245
Bag_ABD_KX256241
71.59 Bag_ABD_KX256247
/—: Bag_ABD_KX256244
/—Q Bag_Turkiye_Arp2-D
,— Bag_Macaristan_MH107887
[ ————————— Bag_ABD_KX256255
| ——————— Bag_ABD_KX256254
85.23F———— Bad_ABD_KX256253
Bag_ABD_KX256252
Bag_ABD_KX256249

[~ Baj_ABD_KX256248
~——————————— Bag_ABD_KX256243

I~ Baj ABD KX256242

verilmistir.

\—\ Bag_ABD_KX256240
\ Bag_ABD_KX256239
Bag_ABD_KX256238

Bag_ABD_KX256246
Bag_ABD_KX256237

Sekil 4.14. Cytospora viticola’nin ITS gen bdlgesine gore diinyada tespit edilmis
diger Cytospora viticola izolatlar1 ile molekiiler benzerligini
gosteren flogenetik agag
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76.69 @ Bag_Tirkiye_Arp2-D
E Bag_Macaristan_MH108038

Bag_ABD_KX256234
Bag_ABD_KX256232
Bag_ABD_KX256231
Bag_ABD_KX256230
Bag_ABD_KX256229
Bag_ABD_KX256228
Bag_ABD_KX256226
Bag_ABD_KX256224
Bag_ABD_KX256223
Bag_ABD_KX256222
Bag_ABD_KX256221
Bag_ABD_KX256220
Bag_ABD_KX256219
Bag_ABD_KX256227
Bag_ABD_KX256218
Bag_ABD_KX256217
Bag_ABD_KX256216
Bag_ABD_KX256233
Bag_ABD_KX256225

N

((((l

Sekil 4.15. Cytospora viticola’nin B- Tubulin gen bolgesine gore diinyada tespit
edilmis diger Cytospora viticola izolatlar1 ile molekiiler benzerligini
gosteren filogenetik agag

Bag_Macaristan_MH108014
Bag_ABD_KX256274
Ba§_ABD_KX256268

54.45 |

@ Bag_Tirkiye_Arp2-D
Bag_ABD_KX256276
Bag_ABD_KX256271
Ba§_ABD_KX256269
Bag_ABD_KX256265
Ba§_ABD_KX256275

Ba§_ABD_KX256272

63.43 o

/ Ba§_ABD_KX256263

Bag_ABD_KX256259
Bag_ABD_KX256273
Bag_ABD_KX256270
Bag_ABD_KX256262
Ba§_ABD_KX256261
Ba§_ABD_KX256260
Ba§_ABD_KX256264
Ba§_ABD_KX256266

T

([

Bag_ABD_KX256267
N Bay_ABD_KX256258

Sekil 4.16. Cytospora viticola’nin TEF1-a gen bolgesine gore diinyada tespit edilmis
diger Cytospora viticola izolatlar1 ile molekiiler benzerligini gosteren
filogenetik agac

Cytospora viticola’ya ait Arp2-D izolatinin ITS primerleri kullanilarak
yapilan dendograminda %100 benzerlik oran1 ile KX256265, KX256275, KX256266
KX256276 ulasim numarali ABD izolatlar1 ile gruplanmustir (Sekil 4.14). Arp2-D

izolatinin B-Tubulin primerleri kullanilarak yapilan dendograminda %100 benzerlik
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orani ile MH108038 ulasim numarali Macaristan izolat1 ile ayn1 grupta yer almistir
(Sekil 4.15). Arp2-D izolatinin TEF1-a primerleri kullanilarak yapilan
dendograminda %100 benzerlik orani ile KX256266, KX256264, KX256276,
KX256271 ulagim numarali ABD izolatlari ile gruplanmistir (Sekil 4.16).

4.4. Patojenite calismalari

Patojenite sadece Cytospora viticola ve Neocytalidium dimidiatum izolatlar1
icin yapilmistir. Bu amagla izolatlar spor olusumunu tesvik amaciyla MEA
ortaminda 7 giin siire 151kl inkiibatérde 22+2 °C’de 12 saat fotoperyotta gelistirildi.
Sporulasyon meydana gelen petrilere 10 ml steril bi-destile su konulmus ve sporlarin
0ze ile kazinarak bu suya ge¢mesi saglandi. Olusan spor siispansiyonu steril tiilden
stiziilerek misel ve agar pargalarinin siispansiyona gecisi engellendi. Siispansiyon

thoma lami yardimiyla 1x10° spor/ml konsantrasyonuna ayarlandi.

Serada 4 I'lik saks1 igerisinde 2 kisim toprak 1 kisim giibre 1 kisim kum
(v/v/v) bulunan saksilarda yetistirilen Kohnii genotipine ait fidanlarin gévdelerinde
steril bistiiri ile 3 cm uzunlugunda kabuk altina kadar inen kesikler acild1 Olusturulan
kesiklere izolatlara ait 10° spor/ml konsantrasyonundaki siispansiyonundan 2 ml’lik
spreyler yapildi. Sprey yapilan kesikler nem kaybinin 6nlenmesi amaciyla parafilm
ile kaplanmistir. Kontrol bitkisine ise steril saf su pilskiirtiilerek bu alanlar yine
parafilm ile kaplanmistir. Bitkiler serada 25+2 °C sicaklikta 21 giin siireyle
bekletilmistir. Her 2 izolat i¢in de 3’er adet test bitkisine inokulasyon yapilmuistir.
Her bir bitki bir tekerriir olarak kabul edilmis ve deneme 3 tekerriirlii olarak

yapilmistir.

Patojenite 21 giinliikk siirenin sonunda bitkinin kesik kismindaki kabuk
dokusu soyulmus odun ve kabuk dokusunda kahverengi-siyah renk degisimi (Sekil
4.17) patojen olarak degerlendirilmistir. Ayn1 zamanda kesigin oldugu kisimdan da
bitki yatay bigimde kesilerek kahverengi-siyah renk degisimi (Sekil 4.18) izlenmistir.
Kontrol bitkisinde ise herhangi bir belirtiye rastlanmamistir (Sekil 4.19). Daha sonra
Koch postiilatlart uygulanmistir. Renk degisiminin oldugu bdlgelerde doku pargalari
alinarak PDA besi ortamina ekim yapilarak ayn1 patojenler basariyla izole edilmistir
(Sekil 4.17, Sekil 4.18) (Fourie vd. 2004, Lawrence vd. 2017, Nouri vd. 2018, Farr

ve Rossman 2019).
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Sekil 4.18. Korteks dokusunun altindaki renk degisimi
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Sekil 4.20. Cytospora viticola Arp2-D ve Neoscytalidium
izolatlarnin PDA iizerindeki kolonileri

N

dimidiatum Arp2-E
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5. SONUC VE ONERILER

Caligma kapsaminda Malatya’nin en 6nemli bag alanlarina sahip Arapgir, Yesilyurt,
Darende ve Battalgazi ilgeleri ve kdylerinde 2018 yilinda asmanin fenolojisi dikkate alinarak
hastalik simptomlarinin goériillmeye basladigi Haziran-Temmuz ve Eylil-Ekim aylarinda
survey ¢alismalar yapildi. Toplamda 69 bitki 6rnegi ve toplamda 2400 da’lik alanda survey
yapilarak hastalik belirtisi gosteren bitkilerden ana govde ve siirgiinlerden numuneler alind.
Toplanan hastalikli bitki numuneleri mikoloji laboratuvarina getirilerek izolasyon ve

saflagtirma ¢aligmalar1 yapildi.

Morfolojik ve mikroskobik c¢aligmalar sonucunda bitki numuneleriden
Botryosphaeria spp., Phaeomoniella chlamydospora, Fomitiporia mediterranea, Cytospora
viticola, Neoscytalidium dimidiatum, Neoscytalidium novaehollandiae, Dothiorella spp.,
Lasiodiplodia spp. gibi hastalik etmenleri ve Alternaria spp., Penicillium spp, Torula
herbarum, Aspergillus spp, Cladosporium spp., Curvularia spp., Aeobasidium pullulans gibi
saprofit funguslarda saptanmustir. Ayni zamanda Purpureocillium lilacinum ve Baeuveria
bassiana gibi biyolojik miicadele etmenleri de elde edilmistir. Toplanan 69 adet bitki

orneginden 240 adet fungal izolat elde edilmistir.

Fungal izolatlarin tanis1 sadece morfolojik 6zelliklerine gore degil ayn1 zamanda
molekiiler yontemlere gore de yapilmistir. White vd. 1990, tarafindan bildirilen ve ITS1-
ITS2 boélgelerinin arastirilmasina olanak saglayan Universal ITS primerleri son yillara kadar
bircok fungusun teshisinde ve molekiiler siniflandirilmasinda rol oynamaktaydi. Ancak son
yillarda fungal cesitliligin inanilmaz bir hizla artmasi etmenleri birbirinden ayirmaya, alt
gruplarinin veya yakin tiirlerin farkliliklarini belirlemeye yetmediginden DNA’nin korunmus
bolgelerinin ¢ogaltilmasina olanak veren primerlerin de ITS primerlerine ek olarak
kullanilma zorunlulugu olusturmustur. Calismamizda bu nedenle ITS primerlerine ek olarak
LSU (Large subunit), BTU (B-tubulin), TEF-1a (Translation Elongation Factor-1 alpha) gibi
primerlerinde bazi funguslarin teshisinde veya dogrulamasinda kullanilma zorunlulugu
dogurmustur. Bu nedenle bazi izolatlarin molekiiler tanilamasinda ve dogrulamada ITS, -
Tubulin, LSU ve TEF-1a primerleri kullanilarak sekans analizleri yapilmis, elde edilen
diziler NCBI'mm wep sayfasi kullanilarak BLAST analiz programu ve CLC Genomic
Workbech 12 programi kullanilarak genbank veri tabaninda mevcut olan tiirlerle benzerlik
oranina bakilarak molekiiler tanilamalar1 yapilmigtir. Aymi zamanda izolatlarn iilkemiz
icinde farkli bitkilerde olan izolatlarla ve yakin/uzak iilkelerden Genbank’a kayitl izolatlarla

karsilastirilmasi yapilarak filogenetik agaclar1 ¢ikarilmistir.

Morfolojik ve molekiiler tanilama ile tespiti yapilan Cytospora viticola Arp2-D ve

Neocytalidium dimidiatum Arp2-E izolatlar1 lilkemizde baglarda ilk kez tespit edilmistir.
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Ozellikle Amerika Kitasinda 2016 yilinda tespiti yapilan Cytospora viticola etmeninin 2018
yilinda Malatya da tespit edilmesi olduk¢a ilgi cekicidir. Cytospora viticola Arp2-D
izolatinin BTU sekanslar1 kullanmlarak yapilan filogenetik agacinda Hollanda izolatiyla
benzestigi, ITS sekansinda ise Amerikan izolatlariyla ayni grupta yer aldigi gorilmiigtiir.
TEF-1a sekans verisi kullanilarak yapilan agacta ise yine Amerikan izolatlar1 ile ayn1 grupta

yer aldig1 goriilmiistiir.

Diger bir yara ve zayiflik patojeni olan Neocytalidium dimidiatum ise son yillarda
farkli konukgularda tespit edilmeye baslanmistir. Ulkemizde ilk kez 2018 yilinda domateste
tespiti yapilan etmenin sonrasinda antepfistigi, findik, s6giit gibi bitkilerde saptanmis son

olarakta ¢alismamizda baglarda saptanmistir.

Diinya’da ve iilkemizde bag alanlarinda verim ve kalite kayiplarima neden olan
fungal hastaliklar1 ile miicadelenin zamaninda ve kosullara uygun yapilmasi gerekmektedir.
Cilinkii kiltir bitkilerinin tiretiminde verim ve kaliteyi artirmanin yollarindan biri de bitkiyi
hastalik ve zararlilardan korumaktir. Malatya baglarindan elde ettigimiz bir ¢ogu yara ve
zayiflik patojeni olan etmenler kiiltiirel islemler veya dogal agikliklar vasitasiyla bitkilere
giris yapmakta ve 2-3 yil gibi bir siire higbir belirti olusturmaksizin bitki gévdesi igerinde
yasamlarmi silirdiirmektedir. Bitkiler verim dénemine geldiklerinde iklim kosullarinin da
etkisiyle belirtiler ortaya ¢ikmaktadir. Malatya ili bag alanlarindan tespit ettigimiz etmenlerin
hicbirinin tek basma bir bitkide bulunmadigi genelde kompleks halinde bulundugu
saptanmistir. Bu durum miicadeleyi de zorlastirmakta bazi durumlarda imkansiz hale
getirmektedir. Bunun nedeni her patojenin bulagsma doénemlerinin ve sekillerinin farkli
olmasi ve bu hastaliklarla miicadelede tek bir kiiltiirel onlemin veya tek bir kimyasalin

yeterli olmamasidir.

Ozellikle son yillarda kiiltiirel 6nlemlerin iireticiler tarafindan terk edilmeye
baslanmasi, karantina ve hijyen tedbirlerinin alimnmamasi, iklim degisikligi ile beraber
baglarda biiyiik sorunlara yol actig1 goriilmektedir. Bir cogu yara patojeni olan gévde fungal
hastaliklartyla miicadelede budama artiklarinin yok edilmesi veya tarladan uzaklastirilmasz,
budamanin yagish ve serin giinlerde yapilmamasi ve budama arkasindan 24 saat igerisinde

koruyucu bir fungisitle uygulama yapilmasi biiyiik bir 6nem arz etmektedir.
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