J. Turk. Phytopath., Vol. 47 No. 1, 31-42, 2018 ISSN 0378 - 8024

Evaluation of Some Cultural Characteristics in the Diagnosis of Leucostoma spp.
Isolates Collected from Cherries in the Aegean Region, Turkey

Ethem YILMAZ*  Omer ERINCIK*

1Adnan Menderes Uninrsitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii, Aydin, 09100, Tiirkiye
Corresponding author: O.Erincik, E-mail address: oerincik@adu.edu.tr

Received: 23 March 2018 Accepted for publication 18 July 2018.

ABSTRACT

Leucostoma canker is one of the important diseases of cherry that causes widespread tree death. The disease
is caused by different Leucostoma species, each of which has its own certain distinctive cultural characteristics. The
objective of this study is to evaluate some cultural charateristics of Leucostoma spp. isolates collected from cherries
in different provinces of the Aegean Region on the behalf of the diagnosis at the species level. Under this objective,
a total of 150 Leucostoma isolates which were collected from the cherry orchards in Izmir, Manisa, Afyon, Denizli
and Aydin Provinces were evaluated for their mycelial growth, colony color and shape, picnidia size and ability to
grow at 33°C and 37°C. Considering the overall results for cultural characteristics, the isolates were divided in to
four groups. Some of the culturel characterisitics of the isolates corresponded with L. cincta while some others
matched with L. persoonii so that the diagnosis at the species level cannot be accomplished. It has been suggested
that molecular diagnosis methods should be considered to obtain more reliable for species identification.

Keywords: Fungal colony, mycelial colony diameter, pycnidium temperature

Ege Bolgesinde Kirazlardan Elde Edilen Leucostoma spp. izolatlarinin Bazi Kiiltiirel Ozelliklerinin
Tam Amach Degerlendirilmesi
oz

Leucostoma Kanseri hastaligi kiraz agaglarinda kurumalara neden olan 6nemli hastaliklardan biridir.
Hastaliga Leucostoma cinsinden birden fazla tiiriin neden oldugu bilinmekte ve bu tiirlerin kendilerine 6zgii kiiltiirel
ozelliklere sahip oldugu bildirilmektedir. Bu galismanin amaci; Ege Bolgesinin farkli illerinden kiraz agaglarindan
elde edilen Leucostoma spp. izolatlarin bazi kiiltiirel 6zelliklerinin tiir diizeyinde tan1 amaciyla degerlendirilmesidir.
Bu amagla Izmir, Manisa, Afyon, Denizli ve Aydm illerinde kiraz alanlarindan elde edilmis patojenik 150 adet
Leucostoma spp. izolati, besi ortaminda miselyal gelisimi, koloni rengi, piknidyum biyiikligi ve 33°C ile
37°C’lerde miselyal gelisimleri yoniinden incelenmistir. Tiim kiiltiirel 6zellikler dikkate alindiginda izolatlar dort
farkli grupta simiflandirilnustir. izolatlarin kiiltiirel 6zelliklerinin bir kismu L. cincta bir kismi da L. persoonii ile

uyumlu bulunmasi nedeniyle izolatlarm tiir diizeyinde tanis1 yapilamamustir. Kesin tani igin molekiiler tani
yontemlerinin kullanilmasi1 gerektigi kanisina varilmistir.

Anahtar sozciikler: Fungal koloni, miselyal koloni ¢api, piknidyum, sicaklik
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EGE BOLGESINDE KiRAZLARDAN ELDE EDILEN LEUCOSTOMA SPP. IZOLATLARININ
BAZI KULTUREL OZELLIKLERININ TANI AMACLI DEGERLENDIRILMESI

GIiRiS
Tirkiye yaklasik 85 bin hektarlik {iretim alan1 ve 600 bin tonluk meyve iiretimi ile diinya kiraz iiretiminde ilk
sirada yer almaktadir (Anonim, 2016a). Ulkemizde bolgelere gére kiraz iiretiminde ise Ege Bolgesi %34’lik kiraz
iretim pay1 ile birinci sirada bulunmaktadir (Anonim, 2016b). Ege Bdlgesinde kiraz neredeyse tiim illerde

yetismekte olup en yogun yetistiricilik Izmir, Manisa, Denizli, Afyon ve Kiitahya illerinde yapilmaktadir (Anonim,
2016b).

Tiim iiriin gruplarinda oldugu gibi kiraz liretiminde de bazi hastalik ve zararlilar nedeniyle 6nemli iiriin
kayiplar1 meydana gelebilmektedir (Karaca et al., 1972; Spotts et al., 1990; Gokee et al., 2011). Diinyada kirazlarda
govde, dal ve siirgiinlerde Oliimlere yol acan faktorlerin basinda Leucostoma Kanseri (Cytospora Kanseri)
gelmektedir (Biggs, 1989). Bu hastalik birgok kitada, aralarinda Tiirkiye’nin de oldugu bir¢ok iilkede kiraz disinda,
nektarin, kayisi, erik ve seftalilerde de yaygin olarak goriilmektedir (Hayova and Minter, 1998; Biggs and Grove,
2005; Celiker and Kural, 2007). ABD’nin Oregon Eyaleti’nin Orta Kolombiya Bdlgesinde kiraz agaclarinda yapilan
sorveylerde Leucostoma Kanseri nedeniyle aga¢ oliim orami %16 olarak belirlenmistir (Spotts et al., 1990).
Ulkemizde yapilan ¢aligmalarda ise Gokce vd. 1998 yilinda Dogu Anadolu Bélgesinde Leucostoma Kanserinin
yayilis oranini Erzincan’da %38,1 ve Giimiishane’de %13,3 olarak belirlemislerdir (Gokge et al., 2011). Leucostoma
Kanseri tek yillik siirgiinlerde genellikle yaprak izleri ve gozlerin etrafinda koyulasmis ¢okiik alanlar seklinde ortaya
¢ikar ve geriye dogru 6liim ile tiim siirglinii 61diirebilir. Kalin dallarda ve govdede ise enfekteli dokularin tahrip
olmasi sonucu kabugun ¢okiip catlamasi ile derin yaralar seklinde goriilen kanserler olusur. Kanser, dal veya
govdeyi ¢epegevre sardiginda bu kismin iistiinii 6ldiiriir (Biggs, 1995).

Tas ¢ekirdekli meyve agaclarinda Leucostoma Kanseri Leucostoma persoonii, L. cincta ve L. parapersoonii
isimli ti¢ farkli fungus tiirii tarafindan olusturulmaktadir (Adams et al., 2002). Bu tiirlerin besi ortaminda kiiltiirel
Ozellikleri arasinda benzerliklerinin yaninda 6nemli farkliliklarinin da oldugu ve bu farkliliklarin tiirlerin ayriminda
kullanilabilecegi bildirilmistir (Adams et al., 1989; Surve-lyer et al., 1995; Adams et al., 2002). L. persoonii petriyi
tam doldurmayan sinirh gelisme gdstermekte ve kenarlari loplu olan zeytini yesil ve koyu renkli miselyal koloniler
ve 1 mm’den kiigiik piknidyumlar olusturmaktadir (Adams et al., 1989). L. cincta izolatlar1 ise ¢ogunlukla petriyi
tamamen dolduran, lopsuz, uniform, zeytin yesili ve kadifemsi gériiniimde miselyal koloniler ile ¢apt 1 mm’den
biiyikk piknidyumlar meydana getirmektedir. Ancak her iki tiirde de so6zii edilen 6zelliklerden sapma gosteren
kiiltiirel 6zelliklere sahip izolatlarin da varhigi rapor edilmistir. Ornegin, Surve-Iyer et al. (1995) iiniform koloni
gelisimine sahip petriyi tam olarak doldurabilen L. persoonii izolatlarin varligini bildirmistir. Ayrica elmadan elde
edilen L. cincta izolatlarinin kirmizi— kahverengi tonlarinda ya da bal, devetiiyii ve ela renkleri arasinda degisen
kolonilere sahip olduklar: bildirilmistir. Uciincii patojen tiir olan L. parapersoonii izolatlar1 PDA’ da petriyi tam
dolduran ve lob olusturmayan zeytini yesil ya da gri renkte miselyal koloniler ile 1-3 mm biiyiikligiinde
piknidyumlar olugturmustur (Adams et al., 2002).

L. cincta ve L. persoonii tiirlerinin in vitro kosullarda farkli sicakliklara karsi verdikleri reaksiyonlar arasinda
varyasyonlar oldugu L. persoonii yiiksek sicakliklar1 (25-30) severken L. cincta’nin diisiik sicakliklarda daha iyi
gelistigi One siirilmiistiir (Adams et al., 1989). Hatta bu farklilik bu iki tiiriin ayiriminda bir kriter olarak
kullanilabilecegi bazi aragtiricilar tarafindan belirtilmistir (Dhanvantari, 1969). Ancak etmenler iizerinde yiiriitiilen
caligmalarda birbiriyle gelisen sonuglar da elde edilmis her iki etmen i¢in farkli minimum, optimum ve maksimum
sicaklik degerleri bildirilmistir (Regner et al.,1990; Surve-lyer et al., 1995 Adams et al., 2002).

Bu caligmanin amaci; Ege Bolgesinde kiraz iiretiminin yaygin olarak yapildigi ve her birinin farkli iklim ve
ekolojik kosullara sahip oldugu bilinen izmir, Manisa, Denizli, Afyon ve Aydin illerinin kiraz alanlarindan elde
edilmis patojen Leucostoma spp. izolatlarmin kiiltiirde gelisme 6zellikleri yoniinden incelenmesidir.
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MATERYAL ve METOD
izolatlar

Caligmada, 2011-2012 yillarinda Ege Bolgesi’'nde izmir, Manisa, Afyon, Denizli ve Aydm illerinin kiraz
alanlarinda yapilan bir sérvey ¢aligmasinda elde edilmis 318 adet Leucostoma spp. izolat1 arasindan se¢ilmis kirazda
patojenik olan 150 adet izolat kullanilmastir.

izolatlarin kiiltiirel 6zelliklerinin belirlenmesi

Stok kiiltiirden ¢ikarilan izolatlar patates dekstroz agar (PDA) besiyerinde genglestirilmelerinin 3. giiniinde
miselyal kolonilerin kenarlarindan, mantar delici ile 4 mm g¢apinda diskler kesilmis ve bu diskler miselin bulundugu
yiizey alta gelecek sekilde igerisinde PDA besiyerinin bulundugu 9 cm’lik petrilerin orta kismina yerlestirilmistir.
Her bir izolat i¢in 3 petri kullanilmig ve her petri bir tekerriir olarak kabul edilmistir. Petriler, sicakligi 24°C ve
giinliikk aydimlanma kosullart 14 saat aydinlik ve 10 saat karanlik olacak sekilde ayarlanmis bir iklim odasina
yerlestirilmistir. Inokulasyonun 30’uncu giiniinde izolatlar, koloni rengi, koloni morfolojisi ve koloni ¢aplari
yoniinden degerlendirilmislerdir. Koloni rengi ve morfolojisi degerlendirmeleri gorsel olarak yapilmis, koloni ¢ap1
ise kolonilerin uzun ve kisa kenar ¢aplar1 6l¢iilerek belirlenmistir. Koloni ¢ap1 bu iki degerin toplaminin ortalamasi
alinarak hesaplanmistir. Yine 30. giiniin sonunda piknidyum olusumu gézlemlenen izolatlarda en az 10 piknidyum
tesadiifen segilerek ¢ap uzunluklart Leica MZ 12,5 Model stereo mikroskopta okiiler metre kullanilarak 6lgilmiistiir.

izolatlarin LMA besiyerinde 33°C’de koloni gelisimi

L. persoonii ve L. cinta’nin ayriminda bazi arastiricilarin 6nerdigi Leonian’s Malt Extract Agar (LMA)
besiyerinde 33°C gelisme testi, bu ¢alismada 150 izolata uygulanmistir (Surve-lyer et al., 1995). LMA besiyeri
0.625 g peptone, 6.25 g maltose, 6.25 g malt extract,1.25 g KH,PO4, 0.625 g MgSO4. 7H20, 20.0 g agar 1 L saf su
kullanilarak hazirlanmistir. Deneme kurulumu ve deseni yukarida kiiltiirel 6zelliklerin belirlenmesi ¢alismalarinda
bahsedildigi gibi gergeklestirilmistir. Petriler sicakligi 33°C ayarlanmis inkiibatére (Memert IPP-500) yerlestirilmis-
tir. Inkiibasyonun 15. giiniinde izolatlar koloni gelisimi gdsteren ve gdstermeyen seklinde kategorik olarak ayrilmus,
gelisme gosterenlerin koloni ¢ap uzunluklar 6l¢iilerek kaydedilmistir.

izolatlarin PDA besiyerinde 37 °C’de koloni gelisimi

L. persoonii ve L. cinta’nin ayriminda bazi arastiricilarin 6nerdigi besiyerinde 37°C gelisme testi, PDA
besiyeri kullanilarak 150 izolata uygulanmigtir. Deneme kurulumu, deseni ve sonuglarin degerlendirilmesi 33°C
geligsme testinde ki gibi gergeklestirilmistir. Ayrica s6zii edilen inkiibasyon déneminin ardindan izolatlarin canlilik
durumlarini tespit etmek amaciyla petriler 15 °C gelisme sicakliginda 10 giinliik ilave inkiibasyonda birakilmigladir.
Bu siirenin sonunda, izolatlar koloni gelisimi gosteren ve gostermeyen seklinde kategorik olarak ayrilmis, gelisme
gosterenlerin koloni caplari cetvelle 6lciilerek kaydedilmistir.

izolatlarin tiim kiiltiirel 6zelliklere gore siniflandirilmasi
Toplam 150 izolat Adams et al. (2002)’e gore asagidaki kriterler géz 6niinde bulundurularak degerlendiril-
mistir.
1. Koloni morfolojisi: Kolonin loblu ve sinirli gelisme gostermesi (L. persoonii), koloninin tiniform ve havai misel
olarak geligsme gostermesi (L. cincta, L. parapersoonii)
2. Piknidyum boyutu: Kii¢iik (<1 mm) (L. persoonii), biiyiik (1-3 mm) (L. cincta, L. parapersoonii)
3. Koloni rengi: Zeytin yesili ve siyaha yakin (L. persoonii, L. parapersoonii),
zeytin yesili ve agik kahverengi (L. cincta)
4. 37°C’de gelisme durumu: Gelisme var (L. persoonii, L. parapersoonii), gelisme yok (L. cincta)
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BULGULAR ve TARTISMA

izolatlarin PDA besi ortaminda Kiiltiirel 6zellikleri

Toplam 150 izolat PDA besi ortaminda 24°C floresan 151k altinda 30 giinliik inkiibasyonlarinin ardindan
ortalama c¢aplart 8-90 mm arasinda degisen farkli biiyiikliiklerde miselyal koloniler gelistirmislerdir (Cizelge 1).
[zmir izolatlarindan Ki-283 kodlu izolat en biiyiik koloni gelisimini gostererek petrinin tamamini kaplayan tek izolat
olmustur. Izolatlarin biiyiik bir cogunlugunu temsil eden 82 izolat ise koloni gelisimi acisindan 41-60 mm koloni
capt araliginda yer almistir. Aydin, Izmir ve Denizli izolatlar1 agirlikli olarak bu grupta bulunmustur. Tiim illerin
hep birlikte yiiksek sayida temsil edildigi ikinci grup ise 21-40 mm araliginda miselyal koloni ¢ap1 gelistiren 43
izolatin yer aldig1 grup olmustur. Bunun disinda ¢ogunlugu Afyon ve Manisa’dan elde edilmis 20 izolat ise meydana
getirdikleri 61-80 mm arasindaki miselyal koloniler ile Ki-283 kodlu izolattan sonra en biiyiikk miselyal koloni
gelisimi gosteren grubu olusturmuglardir. Geri kalan 4 izolat ise 20 mm altinda miselyal koloniler meydana
getirmislerdir.

Denemede kullanilan 150 adet Leucostoma spp. izolatinin PDA ortamimda 24°C’ de floresan 151k altinda 45
giin inkiibasyonu sonrasinda, 17’sinin haricinde diger tiim izolatlarin piknidyum olusturdugu goézlemlenmistir
(Cizelge 2). Piknidyum olusturmayan en fazla sayida izolat Denizli ilinden elde edilmistir. Piknidyum olusturan
izolatlardan 24’ biiyiikligi 1 mm altinda kalan piknidyumlar meydana getirmislerdir. Bu izolatlara tiim illerde
rastlanmistir. Geri kalan 109 izolat 1-3 mm arasinda biiyiikligii olan piknidyumlar olusturmuslardir. Bu grupta yer
alan izolatlardan 72’si olmak iizere biiylik bir kismu biiyiikligi 1,1-1,5 mm arasinda degisen piknidyumlar meydana
getirmiglerdir. Tiim iller en yiiksek izolat sayilart ile bu grupta temsil edilmislerdir. Bunun disinda; 33 izolatin
piknidyum biyiiklikleri 1,6-2,0 mm arasinda degisirken 4 izolatin piknidyum biyiikligii 2 mm {izerinde
bulunmustur.

izolatlarin LMA Besiyerinde 33°C’de Koloni Gelisimleri

LMA besi ortaminda 33°C’de 15 giinliik inkiibasyon sonrasinda, Leucostoma spp. izolatlar1 miselyal koloni
gelisimi yoniinden farkli reaksiyonlar vermislerdir (Cizelge 3). Toplam 150 izolattan 32’si hicbir gelisme
gostermezken kalan 118 izolat ortalama caplar1 6-80 mm arasinda degisen miselyal koloniler meydana
getirmiglerdir. Gelisme gdstermeyen izolatlara tiim illerde rastlanmistir. Gelisme gosteren izolatlarin 102’si oldukga
sinirh gelisme gdstermis ve ortalama koloni biiyiikliikleri 30 mm’nin altinda kalmistir. Ornekleme yapilan illerin
hepsi bu grupta yiiksek izolat sayilari ile temsil edilmistir. Cogunlukla igerisinde Izmir izolatlarimin yer aldig
toplam 16 izolatin ise ortalama misel ¢aplart 31 mm’nin iizerinde bulunmustur.

izolatlarim PDA Besiyerinde 37°C’de Koloni Gelisimleri

PDA besi ortaminda 37°C’de 15 giinliik inkiibasyon sonrasinda, toplam 150 adet Leucostoma ssp. izolatindan
hig birisi gelisme gostermemistir. PDA besi ortaminda 37 °C 15 giinliik inkiibasyonlarini takiben 15°C 10 giin siire
ile inkiibasyonlar1 sonrasinda ise izolatlarin farkli reaksiyonlar verdikleri gozlemlenmistir (Cizelge 4). Toplam 150
izolattan 84’1 herhangi bir gelisme gostermemistir. Bu durum izolatlarin yaridan fazlasinin 37 °C de 15 giinliik
inkiibasyon sonrasinda canliliklarini yitirdigini ortaya koymustur. Gelisme gostermeyen izolatlara tim illerde
rastlanmis ancak bu durum en fazla Aydin ilinden elde edilen izolatlarda goriilmiistiir.
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Cizelge 1. Ege Bolgesi’nde farkli illerden toplanan

biiytikliiklerine gore gruplandirilmast.

E. YILMAZ, O. ERINCIK

Leucostoma spp. izolatlarinin 24°C’de PDA ortaminda olusturduklari miselyal koloni

Miselyal
Koloni Cap1 izolat Afyon izmir Aydin Manisa Denizli
Arah1 (mm) Sayisi izolatlan izolatlan izolatlar: izolatlan izolatlan
6-20 4 Ki-134-B,Ki-137 Ki-238 - Ki-93-B
21-40 43 [Ki-497, Ki-477, Ki-422 Ki-398, Ki-157, Ki-778Pik, Ki-776, Ki-|Ki-387, Ki-318, Ki- [Ki-112, Ki-125,Ki-
Ki-464, Ki-492, Ki-493, Ki400, 786, 336,Ki-176, Ki-342, |44,Ki-16, Ki-6, Ki-
Ki-431, Ki-468, Ki-460, Ki-401, Ki-220B, Ki-343, 93-A, Ki-2, Ki-49-B,
Ki-440, Ki-463 Ki-407, Ki-189B, Ki-374a, Ki-166-B, [Ki-90, Ki-61
Ki-394 Ki-222-A Ki-360, Ki-322
41-60 82 [Ki-475, Ki-427, Ki-454, Ki-310, Ki-141, Ki- [Ki-266, Ki-241, Ki-  [Ki-359, Ki-358, Ki- [Ki-49-AKi-1, Ki-
Ki-451, Ki-425, Ki-453, 275, Ki-164, Ki-284, 213, Ki-785, Ki-199, [329, 52,
Ki-471, Ki-466, Ki-439, Ki-134, Ki-249, Ki-214, Ki-  |[Ki-165, Ki-352, Ki- [Ki-5, Ki-14, Ki-1A,
Ki-487, Ki-459, Ki-438, [Ki-279, Ki-280, Ki- [220-A, Ki-205, 173, Ki-30, Ki-42, Ki-
Ki-445 150, Ki-159, Ki-411, Ki-239, Ki-247, Ki-  [Ki-316, Ki-325, Ki- [{110-B, Ki-39, Ki-
Ki-156, 250, Ki-270, Ki-271, (178, 121, Ki-45,
Ki-404, Ki-419, Ki- [Ki-229, Ki-236, Ki-  |Ki-337 Ki-87, Ki-119, Ki-4,
287, Ki-296, Ki-293,793, Ki-777, Ki-60, Ki-78
Ki-415 Ki-194, Ki-788, Ki-
Ki-301-A, 7T7Pik, Ki-219, Ki-263
61-80 20 [Ki-447, Ki-488, Ki-162 Ki-253 Ki-376, Ki-169, Ki- [Ki-85, Ki-8
Ki-500, Ki-452, 338,
Ki-476, Ki-435, Ki-335, Ki-384, Ki-
Ki-480, Ki-457, Ki-456, Ki- 166-A
461
81-90 1 Ki-283 - - - -

Cizelge 2. Ege Bolgesi’'nde farkli illerden toplanan Leucostoma spp. izolatlarinin PDA besi ortaminda olusturduklari piknidyumlarin
biiyiikliiklerine gruplandirilmasi.

Piknidyum
Cap1 Arahig |izolat |Afyon izmir Aydin Manisa Denizli
(mm) Sayis1 |izolatlan lizolatlar: lizolatlar: lizolatlar1 lizolatlar:
PY" 17 Ki-487 Ki-141, Ki-287, Ki-398  |Ki-189-B,Ki-253, Ki-Ki-374a Ki-1A, Ki-8, Ki-16,
777 Ki-49-B, Ki-60, Ki-
93-B, Ki-110-B, Ki-
112, Ki-125
<t & Ki-440, Ki-422, Ki- | . 000 ki 400, Ki-162 gf?&_g;ﬁzz}?{_;ég Ki-335, Ki-336, Ki-  [Ki-2, Ki-4, Ki-39,
466, Ki-445 ' ' Ki—é13 ' ' 342, Ki-166-B, Ki-316 |Ki-30, Ki-90, Ki-52
1,1-15 72 Ki-463, Ki-460, Ki-  [Ki-134, Ki-284, Ki-137, [Ki-205, Ki-793, Ki-236, Ki-329, Ki-169, Ki-  [Ki-1, Ki-6, Ki-45,
492, Ki-497, Ki-453, [Ki-293, Ki-156, Ki-404, [Ki-776, Ki-220-B, Ki- (178, Ki-360, Ki-376, [Ki-14, Ki-85, Ki-44,
Ki-427, Ki-454, Ki-  [Ki-164, Ki-401, Ki-280, [214, Ki-778Pik., Ki- Ki-165, Ki-325, Ki-  |Ki-93-A, Ki-78
475, Ki-451, Ki-431, [Ki-415, Ki-279, Ki-407, [241, Ki-222-A, Ki-238, [322, Ki-352, Ki-387,
Ki-425, Ki-435, Ki-411, Ki-310, Ki-157,  |Ki-777Pik., Ki-250, Ki- [Ki-338, Ki-337, Ki-
Ki-439, Ki-438,Ki-  [Ki-419, Ki-275, Ki-134B [788, Ki-249 359
459,Ki-464, Ki-493,
Ki-480
1,6-2 33 Ki-500, Ki-447, Ki-  [Ki-296, Ki-159, Ki-150, [Ki-263, Ki-270, Ki-247,Ki-176, Ki-173, Ki-  [Ki-49-A, Ki-121, Ki-
471, Ki-468, Ki-477, [Ki-394 Ki-271, Ki-220-A, Ki- [166-A, Ki-318, Ki- 42, Ki-87, Ki-61, Ki-5
Ki-461, Ki-488, Ki- 199, 358, Ki-343, Ki-384
476, Ki-456 Ki-219, Ki-239
2,1-3 4 Ki-452, Ki-457 Ki-301-A - - Ki-119

“PY:Piknidyum olusturmayan izolatlar
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Cizelge 3. Ege Bolgesi’nde farkl: illerden toplanan Leucostoma spp. izolatlarinin 33°C’de LMA besiyerinde olusturduklari miselyal kolonilerin
biyiikliiklerine gore gruplandirilmast.

Miselyal
Koloni . . -
. Afyon Izmir Aydin Manisa Denizli
Izolat
Cap1 Arahg | Sayisi . . . . .
Izolatlar1 Izolatlar: Izolatlar: Izolatlar: Izolatlar:
(mm)
GY” 32 Ki-425, Ki-440, Ki-451, | Ki-280, Ki-398 Ki-189-B, Ki-236, Ki- Ki-166-A, Ki-166- | Ki-14, Ki-16, Ki-30,
Ki-452, Ki-459, Ki-461, 250, Ki-253, Ki-263, B, Ki-318, Ki-
Ki-468, Ki-471, Ki-475, 374a, Ki-384 Ki-45, Ki-85, Ki-87,
Ki-477 Ki-776, Ki-793
Ki-93-A, Ki-119
1-5 1 - - - Ki-78
6-10 38 Ki-422, Ki-492, Ki-487, | Ki-134-B, Ki-287 Ki-213, Ki-222-A, Ki- Ki-358, Ki-376, Ki-2,Ki-4,Ki-5, Ki-
Ki-488, Ki-466, Ki-500, 271, Ki-220-B, Ki-241, 42, Ki-90, Ki-49-A,
Ki-439, Ki-497, Ki-438, Ki-786, Ki-785, Ki-199, |ki.342 Ki-338. | Ki-44, Ki-121, Ki-1,
Ki-493 Ki-270 Ki-176 Ki-352. | Ki-110-B, Ki-125
11-30 63 Ki-463, Ki-453, Ki-445, | Ki-164, Ki-415, Ki- Ki-777Pik, Ki-205, Ki- Ki-335, Ki-316, Ki-49-B, Ki-6, Ki-8,
275, Ki-137, Ki-279, |788, Ki-229, Ki-266, Ki- | Ki-178, Ki-337,
Ki-460. Ki-464. Ki-435 Ki-394, Ki-141, Ki- 249, Ki-219, Ki-194, Ki- | Ki-387, Ki-336, Ki-112. Ki-52. Ki-61
' ' 419, Ki-404, Ki-401, |220-A, Ki-778Pik, Ki- ' ' '
. : : Ki-310, Ki-150,Ki- | 214, Ki-247, Ki-777, Ki- | ki.169 Ki-343 _ . :
Ki-431, Ki-447, Ki-427, 301-A, Ki-156, Ki- 239 Ki-3291 Ki-322’ gl—39, Ki-1A, Ki-93-
293 i 350 Ki 165, '
Ki-454 Ki-359, Ki-165,
. . Ki-60
Ki-360, Ki-173
31-50 10  |Ki-457 Ki-157,Ki-284, Ki- |- Ki-325 -
134, Ki-164, Ki-296,
Ki-400, Ki-407, Ki-
159
51-80 6 Ki-480, Ki-476, Ki-456 |Ki-283, Ki-411 Ki-238 - -

“GY:Gelismeyen izolatlar
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Cizelge 4. Ege Bolgesi’nde farkli illerden toplanan Leucostoma spp. izolatlarmin 37°C’de inkiibasyonun ardindan 15°C’de PDA besiyerinde
miselyal gelisimleri.

izolat Cap |izolat Afyon izmir Aydin Manisa Denizli
I?rrr?r!gl Sayist izolatlar1 izolatlar1 izolatlar1 izolatlar1 izolatlar1
0* 84 Ki-435, Ki-487, Ki- Ki-280, Ki-157, Ki- Ki-249, Ki-247, Ki-219, |Ki-343, Ki-384, Ki- |Ki-45, Ki-110-B, Ki-93-
463, Ki- 439, Ki- 394, Ki-296, Ki-283, |Ki-229, Ki-253, Ki-189- |387, Ki-352, Ki-176, |A, Ki-49-A, Ki-42, Ki-
452 Ki-460, Ki-134, Ki-287, Ki- B, Ki-786, Ki-793, Ki-  |Ki-359, Ki-169, Ki- |93-B, Ki-6, Ki-119, Ki-
Ki-427. Ki-425. Ki- 415, Ki-293, 222-A, Ki-270, Ki-250, |166-B, Ki-374a, Ki- |52, Ki-2, Ki-30, Ki-87

Ki-199, Ki-241, Ki-194, |318, Ki-165
Ki-220-A, Ki-220-B, Ki-
263, Ki-785, Ki-205, Ki-
236, Ki-776, Ki-788, Ki-

422, Ki-440, Ki-438, |Ki-310, Ki-162, Ki-
Ki-461, Ki-493, Ki- 404, Ki-419, Ki-275,
477, Ki-475, Ki-411, Ki-134-B, Ki-
164, Ki-401, Ki-398

Ki-471, Ki-459, Ki-468 777, Ki-213
1-20 3 |Ki-497, Ki-492 Ki-407 - - -
2140 |14 |Ki-451, Ki-488 Ki-150, Ki-279, Ki-  |Ki-239, Ki-214, Ki-266, |Ki-325,Ki-329  |Ki-125
284, Ki-141, Ki-159 | ooon
41-60 (26 |Ki-500 Ki-400, Ki-156, Ki- |Ki-271, Ki-777Pik., Ki- |Ki-316, Ki-342, Ki- |Ki-14, Ki-49-B, Ki-39,
301-A, Ki-137 238 360, Ki-322, Ki-338, | \c: 115 1eion ki
e sy o Ki-112, Ki-90, Ki-121,
Ki-1, Ki-5, Ki-60, Ki-4,
Ki-85
61-80 |18 |Ki-431, Ki-453, Ki- Ki-178, Ki-376, Ki- |Ki-16, Ki-78, Ki-8,
o, 10404, K-ATE, ). - 336, Ki-61, Ki-1A, Ki-44
- Ki-335, Ki-166-A,
Ki-173
8190 |5 |Ki-445, Ki-480, Ki-

456, Ki-466, Ki-457

*PDA besiyerinde 15°C” de gelismeyen izolatlar.

izolatlarin Tiim Kiiltiirel Ozelliklere Gore Simiflandirilmas:

Test edilen biitiin kiiltiirel 6zellikler dikkate alinarak yapilan degerlendirmelerde izolatlar farkli gruplar
altinda toplanarak siiflandirilmistir. Toplam 150 izolattan higbirisinin 37°C’de gelisme gdstermemesi nedeniyle
izolatlarin hepsi bir grup (37°C gelismeyen) igerisinde yer almustir. Bu 6zellikleri nedeniyle tiim izolatlar L. cincta
tiirdi ile uyum gostermistir. Bu grup icerisinde izolatlar koloni sekillerinin loplu ve lopsuz 6zellik gostermesine gore
ikiye ayrilmistir. Izolatlarin biiyiik bir ¢ogunlugu (142 izolat) loplu koloni olusturan grupta yer alirken sadece 8’i
lopsuz koloni olusturan grubu olusturmuslardir. Loplu 6zellikleri nedeniyle 142 izolat L. persoonii tiirii ile uyumlu
bulunmustur. Her iki grupta da havai misel olusturan ve olusturmayan izolatlar yer almistir. Loplu koloni olusturan
izolatlar arasinda havai misel olusturmayan izolatlarin sayisi1 daha fazla bulunurken lopsuz koloni olusturan izolatlar
arasinda havai misel olusturan izolatlarin sayisi daha fazla bulunmustur. Koloni sekli (loplu, lopsuz), misel tipi
(havai misel olusumu) ve 37°C gelisme 6zelliklerinin kombinasyonu sonrasinda izolatlar dort ana gruba ayrilmistir
(Sekil 1, 2 ve 3).

l. Grup: 37°C’de gelismeyen loplu koloni ve havai misel olusturanlar.

. Grup: 37°C’de gelismeyen loplu koloni ve havai misel olusturmayanlar
Il Grup: 37°C’de gelismeyen lopsuz koloni ve havai misel olugturanlar

V. Grup: 37°C’de gelismeyen lopsuz koloni ve havai misel olusturmayanlar
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I. Grupta yer alan izolatlardan 17’si gri-zeytin yesili, 10’u zeytin yesili, 1’1 kahverengi-zeytin yesili renkte
koloniler olusturmuslardir. Zeytin yesili koloni olusturan izolatlardan 2’si hari¢ bu grupta bulunan 25 izolat ¢ap1 1
mm den biiyiik piknidyumlar olusturmustur (Sekil 1). Bu grupta yer alan izolatlarin loplu koloni 6zellikleri goz ardi
edildiginde 28 izolattan 26’s1 L. cincta ile uyumlu bulunmustur. Geri kalan 2 izolatin piknidyum biyiikliigii ve loplu
koloni 6zelligi dikkate alindiginda L. persoonii ile uyumlu olmaktadirlar ancak bu izolatlarmm 37°C’de gelisme
gostermemeleri ve 1 mm’den biiyiik piknidyum olusturmalar1 L. persoonii tiiriine ait olmalarimi siipheli hale
getirmektedir.

II. Grupta yer alan izolatlardan 92’si zeytin yesili, 4’ gri-zeytin yesili ve 1’1 kahverengi-zeytin yesili renkte
koloni olusturmuslardir. Zeytin yesili koloni olusturan izolatlardan 54’1, gri-zeytin yesili ve kahverengi-zeytin yesili
koloni olusturan izolatlarin hepsi 1 mm’den biiyiik ¢apa sahip piknidyumlar olusturmuslardir. Zeytin yesili koloni
olusturan izolatlardan 21°i ¢ap1 1 mm altinda kalan piknidyum olustururken 17°si besi ortaminda piknidyum olus-
turmamustir (Sekil 2). Bu ozelliklere gore loplu koloni 6zelligi dikkate alinmadan yapilan degerlendirmede toplam
59 izolat 37°C gelismemeleri ve 1 mm’den biiyiik piknidyum olusturma 6zellikleri gozoniiniinde bulunduruldugunda
L. cincta ile uyumlu olduklar1 gérilmiistiir. Piknidyum biiyiikligii 1 mm’nin altinda kalan 21 izolat loplu koloni
Ozelligi dikkate alindiginda L. persoonii ile uyumlu olmuslar ancak yine 37°C gelismemeleri nedeniyle bu uyum
siipheli olarak degerlendirilmistir. Piknidyum olusturmayan 17 izolat i¢in 37°C gelismeme durumlar disinda net bir
6zelliklerinin bulunmamasi nedeniyle kesin bir degerlendirme yapmak miimkiin olamamustir.

III. Grupta yer alan izolatlardan 3’# gri-zeytin yesili, 1’1 zeytin yesili ve 3’1 kahverengi-zeytin yesili renkte
koloni olusturmustur. Bu grupta yer alan izolatlarin hepsi ¢apt 1 mm’nin iistiinde olan piknidyum olusturmustur. IV.
Grupta yer alan bir izolat ise zeytin yesili renkte koloni ve ¢apt 1 mm f{izerinde olan piknidyumlar olusturmustur
(Sekil 3). III. Grup ve IV. Grupta yer alan bu 8 izolat 37°C gelismemeleri, lopsuz koloni gelisimi ve 1 mm den
biiyiik piknidyum olusturmalari gibi 6zellikleri ile L. cincta ya en fazla uyum gosteren izolatlar olmuglardir.

37°C" de Geligmeyen Lop lu Hava Misel Olusturanlar
GRUFPI

Gri-Koyu Yesil Kolom Clugturanlar Koyu Tesil Eoloni Olusuranlar

Kahve -Koyu Tesil Koloni
Olusturanlar

1 mm den buyiik piknidyum 1 mm den biryuk piknidyurn 1ram den kiigik piknidyurn 1ram den bityitk pilnidyum
olugturaniar olugturanlar olugturanar olugturanlar
Ki-219, Ki-220-A,Ki-220-B, Ki-270,Ki-275,Ki-279, Ki.39, Ki.00 Ki-447
Ki-239,Ki-247, Ki-249, Ki-150,K1-453, Ki-431,
Ki-93-AKi-119,Ki-121, Ki-451,K1-488

Ki-338,Ki-343,K1-376,
Ei-471,Ki-425,Ki-427,
Ki-435 Ki-439

Sekil 1. Kiiltiirel 6zelliklere gére 1. Grupta yer alan Leucostoma spp. izolatlarinin ek kiiltiirel 6zellikleri dikkate alinarak siniflandirilmasi.
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37°C" de Gelismeyen Lop lu Havai Misel Olusturmayanlar

GEUP I
Gri- Koyu Yegil Koloni Koyu Yegil Koloni Kahve - Koyu Yesil Koloni
Olugturanlar Olugturanlar Olugturanlar
1 mm den buyik 1 den bityiik den kugik 1o den biyik piknid:
Piknid mm den by 1rmm den kgl o den biyik piknidyum
5111(5%‘3’35’;‘{; olusltu?":ng;anr;llar tknidyum olugturanlar piknidyumn olugturanlar olusturanlar
Ki-301-4,Ki-411 Ki- 189-B, Ki-253,Ki-777, Ki49.B E-199, B-205, Ja-214, Ki-222-4, K19, L2135, 220, K125
Ki-468,Ki-492 Kin60, Ki-93-2, Ki- 1105, Ki-112, K236, Ea-241, K3-290, Ki-263, LTS EA0 R0, B K
. : : . Ki-283, Ei-162, Ki-400, Ki-316,

Ki-271,Ki-776,Ki-777Pik.,
Ki778Pik.. Ki-788 Ki-793 Ki-335 Ki1-336,K1-342, Ki-166-B,
Ki- 42, Ki- ,44’ Ei- 45,K1- 49’-A, Ki-466 Ki1-422 Fi-440 Ki-445
Ki-61,K1-78 Ki- 85, Ki-87,Ki-1,
Ki-5,Ki-6,Ki- 14, Ki-280, Ki-284,
| Ei-293 Ki-296,Ki-310,Ki-134,
Ki-134-B,Ki-137,Ki-157,Ki-159,
Ki-164, Ki-394, Ki-401, Ki-404,
Ki-407 Ki-415,Ki-419,Ki-318,
Ki-322 Ki-325,Ki-32%9,Ki-337,
Ki-352,Ki-358, Ki-359, Ki-360,
Ki-384,Ki-387

Ki-125,Ki-1* Ki-8, Ki-16,Ki-287,
Ki-141,Ki-398,Ki-374a Ki-487

Sekil 2. Kiiltiirel 6zelliklere gore II. Grupta yer alan Leucostoma spp. izolatlarinin ek bazi kiiltiirel 6zellikleri dikkate alinarak siniflandirilmasi.

37°C de Geligemeyen Lopsuz

Havaillizsel Olusturanlar HavaiMisel Olusturmayanlar
GEUP IO GRUPIV
Gri -Koyu Yesil Koloni Olusturanlar |Koyu Yesil Koloni Olusturanlar| |]<ahve -Koyu Yegil Koloni Clugturanlar flahverengi - Siyah Koloni Olusturanlar
1 o den bivytil piknidyum 1 mm den buyik piknidyum 1mm den buyuk piknidyum 1rnm den bivytik piknidyum
olugturaniar olusturaniar olugturanlar olusturaniar

Ki-457, Ki-477,Ki-452 Ki-480 E1-456,K1-461,Ki-476

Sekil 3. Kiiltiirel 6zelliklere gore III. Grup ve IV. Grupta yer alan Leucostoma spp. izolatlarinin ek bazi kiiltiirel 6zellikleri dikkate alinarak
smiflandiriimasi

Calismada test edilen Leucostoma spp. izolatlar1 arasinda besi ortaminda koloni morfolojileri, koloni rengi,
piknidyum biiyiikliikleri ve koloni biiyiikliikleri gibi kiiltiirel 6zellikleri yoniinden farkliliklarn oldugu goériilmiistiir.
Koloni sekli Leucostoma tiirlerini ayirt etmede kullanilan kriterlerden biri olarak ¢ok sayida arastirici tarafindan
Onerilmistir (Willison, 1936; Adams et al., 1989; Surve-lyer et al., 1995). Ancak besi ortaminda koloni
morfolojisinin pekte giivenilir olmadigi tek basina bir kriter olamayacagi diger bazi arastiricilar tarafindan da
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belirtilmistir (Tekauz and Patrick, 1974; Adams et al., 1989; Surve-lyer et al., 1995; Adams et al., 2002). Bir
calismada L. persoonii izolatlar1 ve L. cincta izolatlarinin Patates Dektroz Agar besi ortaminda benzer morfolojik
ozellikler olugturdugu bildirilmistir (Tekauz and Patrick, 1974). Oatmeal Agar besiyerinde ise L. persoonii izolatlari
birbirine daha benzer morfolojik 6zellikler olustururken, L.cincta izolatlar1 arasinda koloni rengi, havai misel
olusumu, piknidyum boyutu ve rengi yoniinden farkliliklar gézlemlenmistir (Tekauz and Patrick; 1974). ABD’de
yiriitillen bir ¢aligmada ise LMA besi ortaminda L. persoonii petriyi tam doldurmayan simirli gelisme géstermis ve
kenarlar1 loplu olan zeytini yesil ve koyu renkli miselyal koloniler ve 1 mm’den kii¢iik piknidyumlar olusturdugu
gozlemlenmistir (Adams et al., 1989). Aymi calismada 9 adet L. cincta izolatindan 7’si petriyi tamamen dolduran,
lopsuz, uniform, zeytin yesili veya acik kahverengi goriiniimde miselyal koloniler ve tiiylii goriiniimlii ve ¢apr 1
mm’den biiyiik piknidyumlar olusturmuslardir. Geri kalan iki izolat ise digerleri gibi uniform koloni olustursa da
biri ¢gapt 1 mm’den kiigiik piknidyumlar meydana getirirken bir digeri higbir sekilde piknidyum olusturmamigtir
(Adams et al.,1989). Iki tiiriin piknidyum boyutlar1 hakkinda benzer bulgular ABD’de Washington Eyaleti’nde
kirazlardan toplanan izolatlardan da elde edilmistir (Regner et al., 1990).

Leucostoma tiirleri arasinda bildirilen bu morfolojik farkliliklarin nedeninin tiir teshisinin dogru olarak
yapilamamasindan da kaynaklanmis olabilecegini diisiinmek miimkiindiir. Nitekim, ABD’de baska bir ¢alismada ise
yine Michigan ve Kaliforniya’dan elde edilen L. persoonii olarak tanilanan izolatlarin LMA ortaminda {iniform
gelisme gosterdigi ve petriyi tam olarak doldurabildikleri saptanmigtir (Surve-lyer et al., 1995). Ancak daha sonra
bu izolatlarin ribosomal RNA parga dizilimlerinin elde edilmesinin ardindan bu izolatlarin baska bir Leucostoma
tiri oldugu ortaya konmus ve L. parapersoonii olarak adlandirilmigtir (Adams et al., 2002). Aym ¢alismada bu
izolatlarin L.persoonii’de oldugu gibi zeytini yesil ya da gri renkte miselyal koloniler ve L. cincta’da oldugu gibi 1-3
mm biiytikliigiinde piknidyumlar olusturduklar: bildirilmistir.

Calismamizda kullanilan 150 adet Leucostoma spp. izolatinin test edilen sicaklik degerlerinde farkli
reaksiyonlar verdikleri gézlemlenmistir. Izolatlarin tiimii 37°C’de gelisme gdstermeyerek ayni sekilde davrannustir.
Birgok arastiricinin bildirdigine gore L. cincta 37°C’de gelisememekte bu 6zellik bu tiir i¢in ayirt edici bir 6zellik
olarak onerilmektedir. Ge¢miste hastalik {izerinde yiiriitiilen ilk ¢aligsmalarda L. persoonii nin 15°C’nin iizerinde,
L.cincta’nin ise 15°C’nin altinda daha virulent oldugu rapor edilmistir (Wensley, 1964). Nitekim Dhanvantari
(1969) 30°C’nin tizerindeki ortamlarda L. persoonii izolatlarmin gelisebildigini L. cincta’mn g¢ogunlukla
gelismedigini bildirmistir. Bertrand’in 1974 yilinda yaptig1 ¢alismada L. cincta i¢in maximum gelisme sicakligini
30-36°C olarak bulmustur. ABD’de Michigan Eyaleti’'nde yiiriitiilen bir ¢alismada ise L. persoonii olarak
tanimlanan izolatlarin hepsi 37°C gelisme gosterirken 9 L. cincta izolatindan 8’i gelisme gdstermemistir (Adams et
al., 1989). Ayni ¢alismada 32°C’de ise L. cincta nin gelisme gosterdigi bildirilmistir. Ancak daha sonra yapilan
bagka bir caligmada da 33°C’de L. cincta izolatlarmin gelisme goéstermedigi rapor edilmistir (Surve-lyer et al.,
1995). Bizim ¢aligmamizda ise yukarida belirtildigi gibi 37°C’de izolatlarin tiimii, 33°C’de ise 150 izolattan sadece
32°si gelisgme gostermemistir. Geri kalan 118 izolat 33°C’de degisen biiyiikliikklerde koloniler meydana
getirmiglerdir. Ancak gelisme gosteren izolatlarm biiyiik bir kism1 (102 adeti) ¢aplar1 30 mm’yi gegmeyen oldukga
kiiciik  koloniler olugturmuslardir. Ayrica ¢aligmamizda 37°C’nin fungus i¢in 6ldiiriicii olabilecegi de ortaya
konmusgtur. Nitekim bu sicaklikta 15 giin inkiibasyon sonrasinda 15°C’de 10 giin siireyle inkiibasyona alinan 150
izolattan 82’sinde miselyal gelisme olmamustir. Geri kalan 58 izolat 15°C’de ¢aplari 10-80 mm arasinda degisen
koloniler meydana getirmislerdir. Bu test sonuglarina gore 37°C’de hayatta kalma yoniinden farkli davranan iki
izolat grubu ortaya ¢ikmistir. Bu durumun neden kaynaklandigini anlamak eldeki bilgiler ile miimkiin olmamustir.
Gelecekte bu konuda yapilacak caligmalarla bunun bir tiir 6zelligi olup olmadiginin ortaya konmas1 gerekmektedir.
Bunun disinda literatiirde yukarida bahsedilen bulgular ile gelisen raporlar da bulunmaktadir. Ornegin Almanya’da
yapilan bir ¢alismada kirazlardan elde edilen L. persoonii ile seftali ve eriklerden elde edilen L. cincta izolatlarinin
optimum ve maksimum sicaklik isteklerinin birbirine ¢ok yakin oldugu bildirilmistir (Schmidle et al., 1979). S6z
konusu ¢aligmada L. persoonii i¢in optimum ve maksimum sicakliklar sirastyla 21°C ve 32°C olarak bildirilirken, L.
cincta igin bu sicakliklar 23°C ve 30-32°C olarak rapor edilmistir. Yine ABD’de yapilan baska bir ¢alismada ise
Washington Eyaleti’nde kirazlardan elde edilen L. cincta izolatlarimin 30°C’nin iizerindeki sicakliklarda
gelisemedigi bildirilmistir (Regner et al., 1990).
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Calismamizda izolatlarin besi ortamlarinda gosterdigi kiiltlirel Ozellikler ve sicakliklara verdikleri
reaksiyonlar degerlendirildiginde, izolatlarin biiyiik bir ¢ogunlugunun L. cincta olabilecegi diigiiniilmiis ancak kesin
tan1 yapilamamistir. Bu izolatlarin 37°C de gelismemeleri, 33°C smurlt gelisme gostermeleri ve 1 mm biiyilik
piknidyum olugturmalar1 L.cincta’nin literatiirde bildirilen 6zelliklerine uymustur. Ancak bu izolatlarin ¢ogunun
besi ortaminda loplu miselyal koloni olugturmalar1 ise L. persoonii’nin literatiirde bildirilen 6zelligi ile uyum
gostermistir. Bunun yaninda 1 mm den kiigiik piknidyum olusturan ve loplu koloni gelistiren izolatlar ise L.
persoonii ile uyumlu bulunmus ancak bu izolatlarin 37°C de gelisme gostermemeleri bunlarin tanisini da siipheli
hale getirmistir. Calismamizda ise elde edinilen bulgular Ege Bolgesinde kirazlarda kansere neden olan Leucostoma
spp. izolatlar tiir diizeyinde belirlenmesi i¢in yeterli olamamistir. Bu calisma ile kiiltiirel 6zellikler ile Leucostoma
tiirlerinin birbirinden ayrilmasinin ¢ok saglikli olmayacagi ve kesin tanida molekiiler yontemlerin kullanilmasinin
gerekli oldugu kanisina varilmistir.
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