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study aimed to discriminate Botryosphaeriaceae isolates (obtained from symptomatic
Keywords:

vines in Adana, Mersin, Kahramanmaras) phylogenetically and to determine their
Adana, Mersin, Kahramanmaras, pathogenicity. 22 Botryosphaeriaceae cultures were isolated by standard mycological
Botryosphaeriaceae, Trunk Disease, vineyard isolation procedures obtained from representive 18 vineyards. In molecular
identification of the isolates, ITS (Internal Transcribed Spacer) and TEF (Translation

Elongation Factor 1-a) gene regions were amplified by PCR and nucleotide sequences

* Corresponding author: Davut Soner were obtained from these regions. The gene sequences were compared with the

AvKGUL sequences available in the NCBI GenBank database using the BLASTn program. The

PR sakgul@eu.cdu.tr isolates were pre-identified according to likelihood rates. The combined phylogenetic
tree was generated after ITS and TEF sequences were aligned using MEGA?7 software.
Following BLASTn and phylogenetic analysis, 7 different Botryosphaeriaceae
fungi (Botryosphaeria dothidea, Diplodia seriata, Lasiodiplodia theobromae,
L. pseudoteobromae, Neofusicoccum parvum, N. vitifusiforme, Neoscytalidium
novaehollandiae) were identified. Pathogenicity tests were performed on one-year-
old grapevine plants under greenhouse conditions (for two months). According to
lesion occurrence, by measuring lesion lengths, the pathogenicity of these isolates was
confirmed. Variance analysis was performed for statistical separation of the isolates’
virulence. For the two-month incubation period, the most virulent species N. parvum
produced 38.0-45.3 mm lesions, whereas D. seriata with the lowest virulence caused
17.6-20.0 mm lesions on vine seedlings.

GIRIS

Asmalarda Botryosphaeria geriye 6liim hastalig1 tiim diinya ve Tirkiyedeki bag alanlarinda olduk¢a yaygmn goriilen
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bir hastaliktir. Dothideales takimi Botryosphaeriaceae
familyasina bagl birgok fungus tiirii gok sayida kiiltiir bitkisi,
orman agaglar1 ve ¢alilarda lokal kuruma ve 6liimlere neden
olmaktadir (Phillips et al. 2013, Smith et al. 1996). Diinyada
bagcilik yapilan alanlarda simdiye kadar 24 farkli tiirtin bu
hastaliga neden oldugu bildirilmis ve bu siftaki fungal
patojenlerin ciddi diizeyde ekonomik kayiplara yol agtigi
hesaplanmustir. Siebert (2001)’in bildirdigine gore, sadece
Kuzey Amerikadaki bag alanlarinda Botryosphaeriaceae
ve Eutypa tiirlerinin yol agtig1 kayiplar yillik yaklagik 260
milyon dolar civarindadir. Bu familya igerisinde bulunan
Diplodia,  Dothiorella,  Lasiodiplodia,
Neoscytalidium,

Botryosphaeria,

Neofusicoccum, Spencermartinsia  ve
Sphaeropsis gibi onemli cinslerden bazi tiirlerin eseyli-eseysiz
tireme formlari kesfedilmis olsa da, birgogunun eseyli iireme
donemleri heniiz aydinlatilamamigtir (Urbez-Torres et al.
2015). Morfolojik tanida koloni rengi, havai miselyumun
ortntiisii, pikniospor rengi, sekli ve bolmeleri, piknidyum
igerisindeki parafizlerin bolmeli ya da blmesiz olusu, dikkate
alian o6nemli kriterlerdir. Ancak bu cinsler igerisindeki
birgok tiiriin, yapay besi yeri iizerinde sporlanmasi veya
piknidyum olusturmas: oldukga zor ve zaman alic1 olup,
Morfolojik

ozelliklerin ortaya ¢ikmast igin 6zel kosullarda (UV 15181na

klasik tani ¢aligmalarini  giiglestirmektedir.

yakin aydinlatma ve degisken sicaklik uygulamasi) yapilan
5-6 haftalik inkiibasyon veya dogal substratlara inokulasyon
gereklidir. Bunun yaninda klasik yéntemlerle, morfolojik
olarak birbirine benzeyen tiirlerin dogru bir sekilde tanisi,
ozellikle kriptik tiirlerin (6r: Lasiodiplodia theobromae)
altinda yer alan tirlerin tamist olduk¢a karmagiktir
(Slippers et al. 2013). Son yillarda bu funguslarin molekiiler
yontemlerle tanilanmasinda 6nemli mesafe kat edilmistir. Bu
yontemlerle, genomik DNA iizerindeki farkli gen bolgeleri
PCR ile ¢ogaltilmakta, elde edilen niikleotid dizilimleri ile
filogenetik analizler yapilmakta ve karmagik tiirlerin tanist
miimkiin hale gelmektedir. Gramaje et al. (2019) asmadaki
Botryosphaeriaceae tiirlerinin ayrimmda ITS, TUB2
(Tubulin 2), TEF1, ACT1 (Actin 1), RPB2 (RNA Polimeraz
II) ve CAL (Calmodulin) genlerinin kullanilabilecegini
belirtseler de TEF1 gen diziliminin ayr1 bir nemi oldugunu
vurgulamiglardir. Yine bir¢ok arastirmada ITS, TUB2 ve
TEF1 gen dizilerinin birlestirilmesiyle bir bélgedeki tiirlerin
ayrimi rahathkla yapilabilmistir (Carlucci et al. 2015,
Mohammadi et al. 2013). Botryosphaeriaceae familyasi
tyelerinin dogru bir sekilde tanilanmasi, bu tiirlerin yol
actig1 hastaliklarla miicadelede 6nem kazanmaktadir. Ciinkii
fungus tiirlerinin bazi fiziksel miicadele metotlar1 (6r: sicak
su uygulamalar1) veya bazi fungisitlere kars1 duyarliliklar:
birbirinden farklidir. Ornegin fluazinam Botryosphaeria
dothidea, Diplodia seriata, Lasiodiplodia theobroamae ve
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Neofusicoccum parvum’a in vitro kosullarda oldukga etkili
iken, pyrimethanil ve boscalid etkisiz bulunmustur (Pitt et
al. 2012). Yine in vitro kosullarda ytiriitilen bir ¢alismada
D. seriatamin sicak su uygulamalarina en duyarli tir
oldugu saptanirken, B. dothidea ise en dayanikli tiir oldugu
belirlenmigtir. D. seriata’nin termal 6liim noktasi 49 °C'de-30
dk olurken, B. dothidea ancak 54 °C-45 dk.da canlihgi
yitirmistir (Akgiil et al. 2016).

Ulkemizdeki bag alanlarinda vyiiriitiilen bazi ¢aligmalarda
farkli tiirlerin varligi bildirilmistir. Ozben (2011) Ankara
ili bag alanlarinda Botryosphaeria obtusa ve Botryosphaeria
rhodina tirlerinin varhigina isaret etmis ancak bu tiirlerin
varligi molekiiler ve filogenetik agidan dogrulanmamistir.
Akgiil etal. (2015) Ege Bolgesi Sultani Cekirdeksiz baglarinda
B. dothidea, D. seriata, L. theobromae ve N. parvum tiirlerinin
varligini saptamis ve Manisanin bazi ilgelerinde hastalik
gikisinin %15’lere ulastigini bildirmiglerdir. Buna benzer
baska bir aragtirmada Manisa ve Gaziantep illerinden
alman farkli asma Orneklerinde Lasiodiplodia exigua ve
Neoscytalidium novaehollandiae tiirlerinin varligy ilk kez
rapor edilmis ve bu patojenlerin oldukga viriilent olduklar:
saptanmigtir. S6z konusu patojenlerin tanisi ancak filogenetik
analizlerle miimkiin olabilmigtir (Akgtl et al. 2019).
Malatyanin Arapgir ilgesinde yapilan benzer bir ¢alismada
Neoscytalidium dimidiatum tiiriintin varligi ilk kez saptanmus,
bu tiiriin N. novaehollandiaedan ayrimi i¢in ITS, TUB2, LSU
ve EF1-a gen bolgelerine ait niikleotid dizilerini kullanarak
filogenetik analiz yonteminden yararlanilmigtir (Oksal et al.
2019). Tarsus Bolgesi, Ege ve Glineydogu Anadoludan sonra
tilkemizdeki en biyiik tgiincii bag bolgesidir (Cebeci and
Akin 2014). Bu bolgede bazi Botryosphaeriaceae tiirlerini
saptamak i¢in bazi 6n ¢alismalar yiriitiilse de detayli bir
aragtirma heniiz yayinlanmamis, filogenetik analizlerin
bulundugu ayrintili bir ¢alismaya gerek duyulmugtur. Bu
nedenle bu ¢alismada Tiirkiye'nin giineyindeki bazi illerden
elde edilen Botryosphaeriaceae izolatlarinin molekiiler ve
filogenetik agidan degerlendirilmesi ve tiir gesitliliginin
ortaya koyulmasi amaglanmigtir.

MATERYAL VE METOT
Laboratuvar ¢alismalart ve patojenlerin izolasyonu

Adana, Mersin ve Kahramanmaras ili bag alanlarindan,
2015-2018 yillar1 arasinda, lokal kuruma ve geriye 6lim
sikayetleriyle laboratuvarimiza ornekler kabul edilmis ve
ureticiler tarafindan bu belirtilere neden olan etmenlerin
Iki yillik dallar
govdelerinde yapilan 6n incelemelerde, odun dokuda

bulunmas: istenmistir. veya omca
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kama benzeri ya da daha genis alana yayilmis kahverengi
nekrozlar goriilmiistiir. Doku 6rneklerinin kabuliiyle birlikte
yetistirilen asmanin ¢esidi ve bagin bulundugu bolgeyle ilgili
bilgiler not edilmistir (Cizelge 1). Odunsu dokular ¢esme
suyu ile yikanarak kurutulmus, tizerine %96’lik etil-alkol
puskirtilmiis ve dig kisim kisa siire alevlenerek sterilize
edilmigtir. Steril budama makasi ile nekrotik alanlardan 4-5
mm’lik odunsu dokular kesildikten sonra bunlar antibiyotikli
(streptomycin-siilfat, 150 mg1') PDA besi yerine ekilmis
ve karanlikta, 24 °C sicaklikta 4-5 giin inkiibe edilmigtir.

Dokular etrafinda gelisen kolonilerin hif ucundan kiigiik

parcalar almip saflagtirilmis ve steril %30’luk gliserol
igerisinde +4 °C sicaklikta saklanmiglardir.

Molekiiler tani ¢alismalar: ve filogenetik analizler

Saf olarak elde edilen ve koloni goriintiisii Botryosphaeriaceae
tirleri ile aymi izolatlarin miselyumlarindan DNA
ekstraksiyonu yapilmistir. Agar ylizeyinden steril bisturi
ile alinan hifler plastik ezme posetlerine koyularak el
homojenizatorii (Bioreba®) ile ezilmis ve %2’lik CTAB (Cetyl
Trimethyl Ammonium Bromide: Sigma) Buffer (10 ml, 1 M

Cizelge 1. Lokal kuruma ve geriye 6liim belirtisi gdsteren asma 6rneklerinin bulundugu yerler ve asma gesitleri

Ornek  Izolat

No Kodu il flge-Koy Asma Anag ve Cesidi
1 TrTSC1 Mersin Tarsus-Tag¢ili 1103P-Yalova Incisi
2 CyHMD1 Adana Ceyhan-Hamidiye 5BB-Italia
3 CyDKT1 Adana Ceyhan-Dokuztekne 1103P-Early Cardinal
4 Gantl G.Antep Gaziantep-Merkez 1613C-Horoz Karas1
5 KmPZR1 K.Maras Pazarcik-Merkez Kabarcik (Asisiz)
6 TrCIN1 Mersin Tarsus-Cinkdy 1103P-Victoria
7 TrCIN2 Mersin Tarsus-Cinkéy Tarsus Beyazi (Asisiz)
8 MrYNP1 Mersin Mersin-Yanpar 1103P-Prima
9 TrKLL1 Mersin Tarsus-Yanpar 5BB-Early Sweet
10 TrKLL2 Mersin Tarsus-Killik 5BB-Victoria
11 MrESN1 Mersin Mersin-Esenli 1103P-Red Globe
12 Isl1 G.Antep Islahiye-Merkez 5BB-Hatun Parmag:
13 Isl2 G.Antep Islahiye-Serikanl Horoz Karasi (Agisiz)
14 CUZFT58 Mersin Tarsus-Sariveli SO4-Prima
15 TrSUC1 Mersin Tarsus-Sucular 110R-Early Cardinal
16 TrULS1 Mersin Tarsus-Ulag Tarsus Beyazi (Agis1z)
17 TrTKB1 Mersin Tarsus-Takbas 1103P-Black Magic
18 TrSRI1 Mersin Tarsus-Sariibrahimli 5BB-Cardinal
19 TrSRI2 Mersin Tarsus-Sariibrahimli 5BB-Victoria
20 TrIBR1 Mersin Tarsus-1brisim 1613C-Victoria
21 TrCKR1 Mersin Tarsus-Cakirlt 1103P-Yalova Incisi
22 CUZFNovol G.Antep G.Antep -Merkez 140Rug-Hatun Parmag
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Cizelge 2. Cogaltilan gen bolgeleri, primer ciftleri ve PCR kosullar:

Gen Bolgesi Primer Ciftleri PCR Kogullar1
1TS 4
ITS TCCTCCGCTTA flk denatiirasyon 95 °C: 3 dk., 35 dongii
(White et al. TTGATATGC (95°C: 1 dk., 52°C: 1 dk., 72 °C: 1 dk.) ve
1990) ITS 5 son dongii (72 °C: 7 dk.)
GGAAGTAAAAGT
CGTAACAAGG
1TS 4
rRNA TCCTCCGCTTA flk denatiirasyon 95 °C: 3 dk., 35 dongii
18S, 5.8S ve 288 TTGATATGC (95°C: 1 dk., 53°C: 1 dk., 72 °C: 1 dk.) ve
(de Hoog and Gerrits VG son dongii (72 °C: 7 dk.)
van den Ende 1998) TTACGTCCCTGCC
CTTTGTA
EF1-728F
TEF1-a CATCGAGAAG flk denatiirasyon 95 °C: 3 dk., 35 dongii
(Carbone and Cohn TTCGAGAAGG (95°C: 1 dk., 54 °C: 1 dk., 72 °C: 1 dk.) ve
1999) EF1-986R son dongii (72 °C: 7 dk.)
TACTTGAAGAA
CCCTTACC
EF1-688F
TEF1-a CGGTCACTTGA flk denatiirasyon 95 °C: 3 dk., 35 dongii
(Alves et al. TCTACAAGTGC (95 °C: 1 dk., 58 °C: 1 dk., 72 °C: 1 dk.) ve
2008) EF1-1251R son dongii (72 °C: 7 dk.)
CCTCGAACTCAC
CAGTACCG

Tris-HCI; 28 ml, 5 M NaCl; 4 ml, 0.5 M EDTA) kullanilarak
Nejat et al. (2009)’ 1n o6nerdigi yonteme goére DNA elde
Genomik DNA iizerindeki ITS (Internal
Transcribed Spacer) ve TEFl-a (Translation Elongation

edilmistir.

Factor 1-alpha) gen boélgeleri Cizelge 2'de gosterilen iiniversal
primer ciftleri ve PCR kosullarina gore ¢ogaltilmiglardir.
Ancak N. novaehollandiaenin genomik DNASs1 ITS4-5 ve
ITS4-VIG ile Lasiodiplodia pseudotheobromaenin ise ITS4-
5 ve EF688F-EF1251R primer ciftleriyle ¢ogaltilmislardir
(Cizelge 2). PCR tiriinleri %1.5lik agaroz jelde 2.5 saat
yriitilmis (55V DC, 250 mA) ve elde edilen bant kalitesine
gore niikleotid dizilemesine gonderilmistir (MedSanTek,
Istanbul). Dizileme sonucu elde edilen elektronik dosyalar
Chromas Lite (Technelsiyum®) programi ile ekstrakte
edilmis ve niikleotid dizileri NCBI (National Center for
Biotechnology Information) Gen Bankasindaki dizilerle,
BLASTn® (Basic Local Alignment Search Tool) programi
aracihigiyla karsilastirilarak tiirlerin tanis1 en az %99luk
benzerlik oraniyla Birbiri ile

dogrulanmustir. yakin
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diizeyde benzerlik gosteren tiirlerin tanisinda, iki farkli gen
bolgesinden elde edilen niikleotid dizilimleri birlestirilerek
kombine soy agaci ¢izilmistir. Bu islemde izolatlarn ITS
niikleotidleri bir metin dosyasinda, EF1-a niikleotid dizileri
ise ayr1 bir metin dosyasinda FASTA formatinda art arda
siralanmigtir. BLASTn ile hangi tiir oldugu tahmin edilen
ve ona en yakin tiriin referans niikleotid dizileri, gen
bankas: kiitiiphanesinden kopyalanmis ve metin dosyasinin
sonuna eklemistir. Son olarak bu familyadan filogenetik
olarak uzak bagka bir tiiriin de niikleotid dizilimleri (root)
kargilagtirma amaciyla alinmigti. MEGA 7 yazilimina
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis, 7.0.26 version)
fungal izolatlarin ITS ve elongation factor niikleotid
dizileri eklenerek “Muscle” araciligiyla hizalanmigtir. Daha
sonra ITS dizilerinin sonuna, elongation factor niikleotid
dizileri eklenip her iki gene ait niikleotid dizileri yeniden
hizalanmustir. Bu dosya kaydedildikten sonra en iyi analiz
modeli bulunmus (find the best model sekmesi) ve ardindan

maksimum benzerlik analizine gore (maximum likelihood,
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bootstrap 1000) filogenetik aga¢ ¢izilmistir (Kumar et al.
2016). Botryosphaeriaceae izolatlarinin referans izolatlar
ile olan pozisyonlar1 dikkate alinarak tiirlerin tanist

dogrulanmigtir.
Patojenisite testleri

Molekiiler tanisi yapilan tiim Botryosphaeriacae izolatlarina
patojenisite testi yapilmistir. Bu testlerde Cardinal ¢esidinin
(Vitis vinifera cv. Cardinal) 1 yillik dormant kalemleri
kullanilmugtir. izolatlara ait koloniler 7-10 giin siire ile 24 °C
sicaklikta PDA besi yerinde biiyiitiilmiistiir. Uzerinde 3-4
g6z bulunan asma kalemlerinin bogum aralarina, elektrikli
matkap ile 2 mm ¢apinda, 3 mm derinliginde delikler
acilmis ve buraya steril igne ile miselyum pargaciklar
2013).

olarak birakilan kalemlere sadece steril agar pargaciklari

yerlestirilmistir ~(Baumgartner et al. Kontrol
koyulmugtur. Deliklerin etrafi parafilm ile sarildiktan sonra,
asma kalemleri torf ve perlit iceren (1:1 oraninda) posetlere
dikilmis ve sulanmistir. Kalemler 28 °C sicaklik ve %90 nispi
nem bulunan odalarda, 16 saat aydinlik / 8 saat karanlik
kosullarda koklendirilmis ve burada 2 ay biyttiilmislerdir.
Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus,
1 izolat i¢in 8 asma kalemi kullanilmistir (4 tekerriir ve
her tekerriirde 2 kalem). Inkiibasyon sonunda bitkiler
bulunduklar1 posetlerden sokiilerek kok ve siirgiinleri
uzaklastirilmis, inokulasyon noktasi bigakla ortadan kesilerek
odun dokudaki lezyon uzunluklari cetvelle olgiilmiistiir.
Bu uzunluklara varyans analizi uygulanmus, ortalamalar
arasindaki farklar LSD (Least Significant Difference) testine
gore %5’lik hata ile degerlendirilmistir (Gomez and Gomez
1984).
noktalarindan yeniden izolasyon yapilmus, patojenin yeniden

Patojenisitenin  dogrulanmas: icin inokulasyon

elde edilip edilemedigi incelenmistir.

SONUCLAR
Izolasyon ve filogenetik analiz sonuglar:

Ug farkli ildeki baglardan alinmig &rneklerden yapilan
izolasyonlarda, 22 adet Botryosphaericaeae izolat1 elde
edilmistir. PCR ve DNA sekanslama ile elde edilen niikleotid
dizilerinin, NCBI gen bankasindaki dizilerle karsilastiriimas:
sonucu (BLASTn) 7 farkli tiir bulunmustur. Bunlar; B.
dothidea (1 adet), D. seriata (11 adet), L. pseudotheobromae
(1 adet), L. theobromae (1 adet), N. parvum (6 adet), N.
vitifusiforme (1 adet) ve N. novaehollandiae (1 adet) tiirleri
olup gen bankasinda kayith tirlerle %99-100 benzerlik
gostermislerdir. Izolatlarin %50%sini D. seriata, %27.4iinii N.

parvum olustururken, geriye kalan tiirlerin her biri %4.5’luk
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orana sahip olmuslardir (Sekil 1). Universal primerlerle
(ITS ve TEF1-a) yapilan PCR ile agaroz jelde 600-800 bplik
bantlar elde edilmistir. Ancak bunlar tarleri birbirinden

ayiric nitelikte olmamustir.

Botryosphaeria dothidea [l %4.5

Diplodia seriata | ' -0
W %45

Lasiodiplodia pseudotheobromae

Lasiediplodia theobromae

W %45
I 2 4

Neofusicoccum parvum

Neofusicoccum vitifusiforme

W %45
W %45

Neoscytalidium novohollandiae

0 10 20 30 40 50 60

Sekil 1. Farkli baglardan izole edilen Botryosphaeriaecae

izolatlarinin ytizde dagilimi

Filogenetik analizde N. novaehollandiae  tiriindeki
elongation factor 1-a gen bolgesi, PCR reaksiyonlarinda
kullanilan {iniversal primerler ile (EF1-728F/EF1-986R ve
EF1-688F/EF1251R) ¢ogaltilamamus ve bu tiiriin filogenetik
Clinki

kombine agag olustururken tiim izolatlarin ayni gen bolgesi

ayrimi  diger tiirlerle birlikte yapilamamistir.
¢ogaltilmis olmali ve birlikte hizalanmalidirlar. Geriye kalan
21 izolatin filogenetik analizinde 6 farkli grup olusmustur.
Kokten baglayan ortak uzanti 2 biiyiik gruba ayrilmis olup
(%85’lik bootstrap degeriyle) birinci grupta Neofusicoccum
ve Botryosphaeria cinsine ait tiirler, ikinci grupta Diplodia ve
Lasiodiplodia tiirleri yer almistir. Birinci gruptaki N. parvum
izolatlar1 %77’lik bootstrap degeriyle N. vitifusiformeden
ayrilmig ve bu iki ayr1 tiir sirastyla KP7216664 ve MH102264
gen bank kayit numarasina sahip dogrulanmis (ve
yaymlanmis) izolatlarla alt gruplar olusturmustur (Sekil
2). Ikinci gruptaki D. seriata ve Lasiodiplodia tiirlerinin
sirasiyla %96 ve %87lik bootstrap degerleriyle farkl: alt
gruplara ait olduklar1 gériilmiis ve bu izolatlar da referans
izolatlarla ayn1 grupta yer almistir. Ancak L. theobromae
ile L. pseudotheobromae arasindaki bootstrap degeri %54
olarak bulunsa da referans izolatlar baz alinarak bunlarin
farkli tiirler oldugu belirlenmistir. Neoscytalidium tiirlerinin
genetik baglari ise birbirine olduk¢a yakin bulunmugtur.
ITS4-ITS5 primerleri ve ITS4-V9G primerlerinin ¢ogalttig
alanin niikleotid dizileriyle yapilan kombine soy agacinda,
N. dimidiatum ve N. hyalinum tiirlerinin bootstrap degerleri
%70’in altinda kalmistir. Ancak N. novaehollandiae tiirti
%73’liik bootstrap degeriyle diger iki tiirden farkli bir yerde
gruplanmigtir. Ozellikle CUZFnovoDSA1 izolatinin, gen
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TrIBR1 M. vitifusiforme
TrULS1 N. parvum
TrSUCL N. parvum
TrTEB1 M. parvum
TrSRIL1 M. parvum
151 M. parvum

TrTSC1 B. dothidea

TrCINL D seriata
TrZIN2 D. senata
CyDET1 D. sariata
Gantl O. seriata
%5 | KmPZR1 D. seriata
MrESNL D. seriata
TrELL2 D. sanats
Trlll O. senata
MrYNPL D, seriata
TrSRI2 D. seriata
TrCKR1 D. senata
CyHMD1 D. senata

- 1512 L. theobromae

—
0,08

MH102264.1 Neofusicoccum witifusiforme BRIPE4010 ]ﬂ',
vitifusiforme

KP721664.1 Neafusicoccum parvum MBAISLAG B

on | KP721650.1 Botryoaphasria dothidea MBAIZSAG
KP721656.1 Diplodia seriata MBAI145AG

an VEKP721660.1 Lasicdiplodia theobromas MBAIZEAG
HQ725730.1 Phytophthara capsic

CUZFTS8 L. peeudotheabromas j.t.pur.en&:ﬂ':mﬂrmue
EF522058 L. pseudothecbromaes CBS116460 7] L psewdotheobromae "
asiodiplodia

JI. theabromae

Sekil 2. ITS ve EF1-a gen bolgelerinin kombinasyonuyla elde edilen ve maksimum benzerlik modeline gore (Maximum

Likelihood, Bootstrap tekrar1:500) bazi Botryosphaeriaceae tiirlerinin filogenetik iliskileri

bankasindaki referans izolatla (KF766207 kodlu, CBS 122071
izolat1) oldukga yakin diizeyde benzerlik gosterdigi (%73)
gortilmistiir (Sekil 3). Bu analize gore CUZFnovoDSA1
izolatinin N. novaehollandiae tiirii oldugu anlagilmistir.

Patojenisite testi sonuglar

Denemeye almman 22 ayr1 Botryosphaeriaceae izolati
asma kalemlerinin odun dokularinda farkli uzunluklarda
kahverengi ¢izgiler olusturmuslardir (Sekil 4). Sadece steril
agar inokule edilen kontrolde, oksitlenmeyle iliskili ortalama
4.5 mmlik ¢izgiler meydana gelirken, patojenlerin inokule

CUZFnovoDSAI

KF766207 Neoscytalidium novaehollandiae strain CBS 122071
GU172392 Neoscytalidium novaehollandiae strain WAC13296
KU705507 Neoscytalidium novaehollandiae isolate m4
MF055692 Neoscytalidium novaehollandiae strain FF9
MF682357.1 Neoscytalidium novaehollandiae isolate Natve
KY788097.1 Neoscytalidium novaehollandiae strain GRSH80
KR867697.1 Neoscytalidium hyalinum strain IRNHM-KB79
KF000372.1 Neoscytalidium dimidiatum

HQ439174.1 Neoscytalidium dimidiatum isolate Nd3
KC357301.1 Neoscytalidium dimidiatum strain 7E61
F)648577.1 Neoscytalidium dimidiatum strain CIH
GU251106.1 Neoscytalidium dimidiatum strain PD103
GQ330902.1 Neoscytalidium dimidiatum strain DISTEF-ND1
KR072526.1 Neoscytalidium hyalinum strain HUPEO090154840
JQ927342.1 Neoscytalidium hyalinum strain CMM3616

KF234542.1 Neoscytalidium hyalinum strain CMM3607

KF234550.1 Neoscytalidium hyalinum strain CMM3649

KT211563.1 Neoscytalidium hyalinum isolate CBPPR1015
KF234551.1 Neoscytalidium hyalinum strain CMM3566

AY726623.1 capsici

0.050

Sekil 3. ITS gen bélgelerinin kombinasyonuyla elde edilen ve maksimum benzerlik modeline goére (Maximum Likelihood,

Bootstrap tekrari:1000) bazi Neoscytalidium tiirlerinin filogenetik iliskileri
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edildigi asma bitkilerinde bu uzunluk 19.4 - 44.6 mm
arasinda degisim gostermis ve bunlarin patojen olduklar:
ispatlanmistir. Ancak tirler ve bunlarin izolatlarinin
meydana getirdigi uzunluklar arasinda onemli farklar
gorulmigtiir. Sekiz haftalik inkiibasyonla 42.1 - 44.6 mm
arasinda belirti olusturan en viriilent tiirlerin Neofusicoccum
tirleri (N. parvum ve N. vitifusiforme) oldugu bulunmustur.
Buna karsin D. seriata izolatlarinin olusturdugu kahverengi
gizgilerin uzunlugu, N. parvum tirlerinin olusturduklarinin
yarisindan daha kisa (194 - 232 mm) olduklar
kaydedilmistir. D. seriatanin iki izolatt (MrYNP1 ve
TrKLL1) diger izolatlara gore kiigiik istatistiksel farkla daha
virtilent bulunmustur. L. theobromae ve N. novahollandiae
tiirlerinin lezyonlar1 istatistiksel olarak ayni grupta yer

Sekil 4. Patojenisite testinde inokulasyon noktasindaki i¢

dokularda olusan lezyonlar

TrULST (N parvum,) e &4 3] 4
TrSREZ [N, parvurm) R &4 G 3
TrSUCT (N, panvum] . <<} 2+ Be
TrTKBL{N. parvum) I —— 4401 O
TrSRID (N, porvum] I S S50 de

=N, parvum] N <2 S+ fe

TriBR1 (N wofusforme] I 7 14} Se

[s2 (L. theobromas] I S5 40, 5d
CUZFT58 (L. pseudotheobromae] I, =5 2+, 6d
CUZRNovaDSAL [Ne. novacholandios] I, =7 9=1.3d
TrT5C1 (B. dothidea] I =, 540.3c
MriNPL (D sergta) I, 3 2+ Thc
TrElL1 (D senata) I 7> 9+ 2 he
CyHMD1 (D, serigta) I 2. 1+1.0b
TrCkR1 (D serigta) I 2 1.550.6b
TrCNZ (D, seriata) I 21311 1b
MrESND (D zerigta) I 7 S+0.7h
KmPZR1 (D sengta] I 7). 7+]1 4b
Gantl (D senata) I 70 440 4b
TrCiND (D, serigtal  mE————— 19 510.7h
CyKT (D serigta) I 19.531.0b
TrElL2(D senata) IEEEEEEEEE— 10 251 2D
N 2 5+0.83

=]

KNT [Kontrol}

0 10 20 30 27 50
Lezyon Uzunlugu {mm)
Varyasyon Kaynaklan sSD KT KO F P%5 P%1
Genel /M 6712 257
Karakter 22 6691209 3041458 9970573 1,63 1,96
Hata 69 210453 0305043

S¥=0.248 t(n)=1.972, +2=1.414 ve LSD0=0.638
S0 Serbestlik Derecesi, KT: Kareler Toplami, KO: Kareler Ortalamasi

Sekil 5. Botryosphaeriaceae tiirlerinin Cardinal ¢esidi asma kalemlerinde, 2 ayda olusturduklari lezyon uzunluklar: (mm)

ve varyans analiz tablosu
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almis, N. novohollandiaenin da en az Lasiodiplodia turleri
kadar saldirgan oldugu gortulmistiir ($ekil 5). Asmalara
inokule edilen tiim izolatlar %67.3 ile %79.5 arasinda degisen

oranlarda yeniden izole edilmiglerdir.

TARTISMA VE KANI

Loculoascomycetes sinifl icerisinde  yer alan
Botryosphaeriaceae familyasi, bugiinkii taksonomik bilgilere
gore 17 cins ve 110 tiiriin bulundugu biiyiik bir familyadir
(Phillips et al. 2013). Daha 6nceki ¢aligmalardan Denman et
al. (2000)1n bildirdigine gore, Botryosphaeriaceae tiirlerinin
klasik taksonomisinde iki 6nemli 6l¢iit mevcut olup bunlar,
seffaf ince duvarli veya koyu renkli kalin duvarli pikniospor
olugturma olgiitleridir. Smith and Stanosz (2001), Fusicoccum
anamorflarinin geffaf ve ince duvarli, Diplodia ile yakin
akraba tiirlerin ise koyu renkli-kalin duvarli pikniospor
olusturduklarini belirtmistir. Caliymadan elde ettigimiz
Neofusicoccum tiirleri ve B. dothidea, Fusicoccum anamorflari
olup, Lasiodiplodia tiirleri ise Diplodia grubu ile iliskili
tirler igerisinde bulunmaktadir. Bu olay filogenetik analizle
de dogrulanmuis, ilk agamada iki farkli dala ayrilan tiirler
halinde gruplagmuslardir ($ekil 2). DNA dizileme teknolojisi
ve filogenetik analizlerin gelismesiyle birlikte farkli tiirler
bulunsa da bu iki O6zellik mikroskobik tanida olduke¢a
6nemlidir. Phillips et al. (2013), bu familyadaki bir¢ok tiirii
dahil ederek detayli bir filogenetik analiz yapmuglar, 17
farkli cinsi gruplandirmislardir. Bu ¢alismaya gore seffaf
ve ince duvarli pikniospor olusturan N. parvum’un, koyu
renkli ve kalin duvarli spor olusturan Spencermartinsia ve
Dothiorella tiirlerine yakin bir dalda gruplandigi goriilmiis
ve boylesine genis bir takima ait tiirlerin dogru bir sekilde
tanus1 i¢in filogenetik analizlerin 6nemi vurgulanmistir. Bu
gibi 6rneklerde, sadece pikniospor morfolojisine gore kesin
tan1 yapilamayacag1 ve bunun mutlaka filogenetik analizlerle

desteklenmesi gerektigi agiktir.

Botryosphaeriaceae tiirleriyle c¢alisirken dikkat edilmesi
gereken bir diger husus, patojenisite testinin gerektigi sekilde
uygulanmasidir. Dogada gergeklesen infeksiyonlarda, odun
veya kabuk dokularda meydana gelen piknidyumlar ve
bunlardan ¢evreye yayilan pikniosporlarin kabuk dokuyu
infekte etmeleri mimkindir (Amponsah et al. 2012).
Ancak bu tarzda yapilacak inokulasyonlarla patojenisitenin
degerlendirilmesi uzun zaman alacaktir. Bu nedenle
inokulumun i¢ dokulara kadar ulagtirilmasi, dokulardaki renk
degisimleri i¢in patojen tiirlerine yeterince zaman verilmesi
ve belirtilerin tam olarak ortaya ¢iktiktan sonra patojenisite
testinin sonlandirilmasi gerekir. Ciinkii farkli tiirlerin (ve

hatta bunlara ait izolatlarin) saldirganliklar1 birbirinden
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farkli olacaktir. Auger et al. (2004) Silide izole etmis oldugu
D. seriata izolatlarinin patojenisitesini dogrulamak igin
yuriittigi bir ¢aliymada, Red Globe ¢esidi tiziime yapilan
inokulasyonu 20 hafta sonra degerlendirmisler ve dogadaki
asmalar tizerinde yiritilecek ¢alismalar igin uzun bir
bekleme siiresi oldugunu ifade etmiglerdir. Buna karsin
Urbez-Torres et al. (2008) ise Meksikadan izole edilen L.
theobromaeve D. seriataizolatlarinin 1 yagindaki Chardonnay
ve Thompson Seedless asmalarina inokule edilmesiyle, 8
haftalik bekleme siiresi sonunda (klima odas kogullarinda)
bitkilerin tamamen 6ldiiglinti gostermislerdir. Bu arastirma,
calismamizda yriitillen patojenisite testi i¢in beklenen
stirenin yeterli oldugunu desteklemektedir. Ayrica Urbez-
Torres et al. (2008)’in bu ¢alismasinda, L. theobromae, D.
seriata’ya gore daha viriilent bulunmus ve asma fidanlarinin
odun dokularinda daha koyu renkte ¢izgilerin olusmasina
neden olmustur. Avustralyada yiriitillen baz aragtirmalarda
Neofusicoccum australe, N. luteum ve L. theobromaenin,
patojenisite testine alinan bir¢ok Botryosphaeriaceae
tirlerinden daha viriilent olduklar1 bildirilmistir (Savocchia
etal. 2007, Taylor et al. 2005). Tiirler ve hatta izolatlar arasinda
gortlen viriilenslik farklarinin, iretilen toksin profiliyle
iligkili oldugunu one siiriilmektedir. Evidente et al. (2010)
N. parvum’dan izole ettikleri ¢esitli toksinleri [(3R,4R)-(-)-4-
hydroxymellein, (3R,4S)-(-)-4-hydroxymellein, iso-sclerone
ve tyrosol] domates bitkisi iizerinde test etmislerdir. Bu
toksinlerden ozellikle (3R,4S)-(-)-4-hydroxymellein ve iso-
sclerone en siddetli solgunluk belirtisini meydana getirmis
ve bu toksinlerin asma 6liimleriyle de baglantili olduklar:
bulunmustur. Buna karsin Djoukeng et al. (2009), D.
seriatadan dort farkli fitotoksin (mellein, 4-hydroxymellein,
7-hydroxymellein ve 4,7-dihydroxymellein) elde etmis
ve bu toksinlerin N. parvumdan elde edilen toksinlerden
bir ol¢tide farkli oldugunu bulmuglardir. Calismamizda
D. seriata ve diger Botryosphaeriaceae izolatlarinin, 1
yasindaki asmalarda daha kisa lezyonlar meydana getirmesi
bununla iligkili olabilir. Bu ¢alismadan elde edilen bulgular
D. seriata tiiriiniin Adana, Mersin ve gevresinde yaygin bir
patojen oldugunu ortaya ¢ikarmustir. Bu tiiriin virtilensligi
digerlerine gore zayif olsa da, hastaligin ortaya ¢ikmasini
engellemek veya geciktirmek i¢in asmalarin ideal bir bigimde
beslenmesi, stresi azaltacak bakim ve kiltiirel islemlerin
takibi ve asili fidan tretiminde, ag1 isleminden hemen 6nce

yapilacak bazi uygulamalar, hastalik olusumunu azaltacaktir.

TESEKKUR

Bu ¢aligmanin yapilmasma olanak saglayan Cukurova
Fakiiltesi Bitki

Bagkanligrna tesekkiir ederiz. Caligmanin sonuglar1 daha
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once 1. Uluslararas1 Molekiiler Bitki Koruma Kongresinde
(10-13 Nisan 2019, Adana) 6zet olarak sunulmugtur.

OZET

Tiirkiyedeki baglarda Botryosphaeriaceae funguslariyla
iligkili asma govde hastaliklar1 olduk¢a yaygin ve onemli
hastaliklardandur. kadar

bu familyadan 24 tiirtin Botryosphaeria geriye olim

Diinya genelinde simdiye
hastaligina neden oldugu rapor edilmistir. Bu ¢aligmanin
2015-2018  yillar Adana,

Kahramanmaras ve Gaziantep illerindeki simptomatik

amaci, arasinda Mersin,
asmalarda Botryosphaeriaceae izolatlarini filogenetik olarak
ayirt etmek ve izolatlarin patojenisitelerini belirlemektir.
18 baga ait simptomatik asma Orneklerinden standart
mikolojik izolasyon prosediirleri ile 22 Botryosphaeriaceae
kiiltiirii izole edilmistir. Izolatlarin molekiiler tanisinda
ITS (Internal Transcribed Spacer) ve TEF (Translation
Elongation Factor 1-a) gen bolgeleri PCR ile ¢ogaltilmis ve
bu gen bolgelerindeki niikleotid dizileri elde edilmistir. Gen
dizileri BLASTn programi kullanarak NCBI Gen Bankasrnda
bulunan dizilerle kargilagtirilmis ve benzerlik oranlarina
gore 6n tan1 yapilmistir MEGA 7 yazilimi kullanarak ITS
ve TEF dizileri hizalanmis ve kombine bir filogenetik agag
¢izilmistir. BLASTn ve filogenetik analizlerden sonra 7 farkli
Botryosphaeriaceae tiirii (Botryosphaeria dothidea, Diplodia
seriata, Lasiodiplodia theobromae, L. pseudoteobromae,
Neofusicoccum parvum, N. vitifusiforme, Neoscytalidium
novaehollandiae) tanilanmis ve bunlarin patojenisiteleri sera
kosullarinda, 2 ay siireyle, 1 yasindaki asma fidanlar1 (Vitis
vinifera L. Cardinal) tizerinde yuritilmistir. Lezyonlarin
olusumuna gore, lezyon uzunluklarini 6lgerek, bu izolatlarin
patojenisiteleri dogrulanmig ve viriilenslik seviyelerinin
istatistiksel ayrimi i¢in varyans analizi uygulanmistir. Asma
fidanlar tizerinde 2 aylik siirede, en viriilent tiir N. parvum
38.0-45.3 mmlik lezyonlar olustururken, viriilensligi en
diigiik bulunan D. seriata ise 17.6-20.0 mmlik lezyonlar
meydana getirmistir.

Mersin,

Anahtar kelimeler: Adana,

Botryosphaeriaceae, govde hastaliklari, bag

Kahramanmaras,
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