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Oz: Phomopsis viticola’nin neden oldugu Phomopsis siirgiin ve yaprak lekesi
(Oliikol) diinyada birgok bag alaninda oldugu gibi Tiirkiye’nin Ege Bolgesinde
de sorun olan onemli bir hastaliktir. Bu caligmada, Ege Bolgesinde bag
alanlarindan elde edilen P. viticola izolatlarinin morfolojik molekiiler ve
patojenik karakterizasyonu yapilmistir. Bu amacla, Ege Bolgesi bag alanlarindan
416 siirgiin 6rnegi toplanmis ve toplamda 232 Phomopsis spp. izolati izole
edilmistir. izolatlarin biiyiik g¢ogunlugunda (% 94.39) sadece alfa konidi
goriilmiisken sadece 13 izolatta alfa ve beta sporlar1 goriilmiistir. Fungal
izolatlarin gogunlugu (% 69.39) hizli koloni gelisim gostermisken sinirli sayida
izolatta (15 adet) yavas koloni gelisimi gozlemlenmistir. Fungal izolatlarin
koloni rengi degerlendirmelerinde ise izolatlarin % 35.77°s1 beyaz, % 59.05’s1
gri ve % 5.17 agik krem renkte koloni olusturmustur. P. viticola nin molekiiler
tanimlanmasi i¢in PCR analizleri yapilmis ve 214 P. viticola izolatin tanisi
gerceklestirilmistir. Morfolojik olarak PCR negatif ve PCR pozitif izolatlarin
arasinda biiyiik farkliliklara rastlanmamistir. Bu nedenle P. viticola’nin dogru
tanilanmasi i¢in morfolojik tanmin yaninda molekiiler taninin da kullanilmasi
gerekmektedir. Bu calismada Ege Bélgesinde bag alanlarinda Oliikol belirtilerini
gosteren bitkilerden elde edilen izolatlarin biiyiik bir ¢ogunlugunun (% 92.24)
P. viticola oldugu ortaya konmustur. Patojenisite testinde izolatlarin farkli
viriilenslik diizeylerine sahip olduklari (2.3-18.7 c¢m lezyon uzunluklarr)
goriilmiis ancak izolatlarin morfolojik o6zellikleri ile viriilenslik dereceleri
arasinda bir iligki bulunamamastir.
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Abstract: Phomopsis cane and leaf spot caused by Phomopsis viticola (dead
arm) is an important problem in the vineyards of the Aegean Region of Turkey,
like in many parts of the world. In this study, morphological molecular and
pathogenic characteristics of P. viticola isolates collected from the vineyards of
the Aegean Region were determined. For this purpose, 416 shoot samples were
collected and a total of 232 Phomopsis spp isolates were isolated. In the majority
of isolates (94.39%), only alpha conidia were observed, while alpha and beta
conidia ocured in only 13 isolates. While most of the isolates (69.39%) showed
rapid colony growth, a limited number of isolates (15 izolates) produced slow
growing colony. In the fungal colony colour characteristics, 35.77% of the
isolates were white, 59.05% were gray and 5.17% were light cream. In the PCR
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assay, 214 isolates were identified as P. viticola. No important differences were
found between PCR negative and PCR positive isolates morphologically.
Therefore, molecular diagnosis must be made in order to correctly identify P.
viticola. This study indicated that most of the isolates (92.24%) obtained from
the plants showing Phomopsis cane and leaf spot symptoms in vineyards of the
Aegean Region are P. viticola. There were different levels of virulence with the
lesion lenght ranging between 2.3 and 18.7 cm among the isolates tested in
pathogenicity test; however, no relationships were observed between any of the
morphological and virulence level.

**(Caligma birinci yazarin doktora tezinden iiretilmistir.
1. Giris

Tiirkiye; toplam 448 bin hektar bag alam ile Ispanya, Cin, Fransa ve Italya’dan sonra 5. sirada
yer almaktadir (FAO, 2018). Tiirkiye nin bag alanlarinin % 32.5 gibi biiyiik bir kism1 Ege Bolgesinde
bulunmaktadir (Anonim, 2019a). Ulkemiz i¢in dnemli olan bagcilik giiniimiizde iiretimden pazarlamaya
kadar gecen siiregte bircok sorunla karsilagsmaktadir. Bu sorunlardan biri de fungal etmenlerin neden
oldugu hastaliklardir (Poyraz ve Onogur, 2011). Bu hastaliklardan birisi diinyada Phomopsis Siirgiin ve
Yaprak Leke Hastaligi olarak bilinen Phomopsis viticola (Sacc.) Sacc’min neden oldugu Oliikol
hastaligidir (Nita ve ark., 2006). Hastalik ilk olarak ilkbaharda yapraklarda kiiclik sar1 klorotik lekeler
seklinde ortaya ¢ikmakta, ilerleyen donemlerde ise siirgiinlerin dip kisimlarinda koyu renkli lekeler ve
odun dokusuna kadar ulasan gatlaklar olusturmaktadir (Mostert, 2000). Oliikol Hastalig1 ile enfekte olan
asmalarda genel olarak yaprak, siirgiin hatta salkim kurumalari nedeniyle % 10 civarinda verim kayb1
meydana gelmekte ve ertesi yil gozlerinin 6lmesi ile de daha yiiksek oranlarda verim kayiplari
olusabilmektedir (Anonim, 2019b).

Ulkemizde ilk olarak Karaca ve Eroglu (1967), tarafindan 1967 yilinda Marmara ve Ege
Bélgelerinde rapor edilmis bu hastalik, o ddnemde diinyada kabul géren ismi olan Oliikol (Dead-Arm)
ile adlandirilmistir. Daha sonraki yillarda diinyada hastaligin ismi Phomopsis Siirgiin ve Yaprak Leke
hastalig1 olarak degistirilse de Tiirkiye’de Oliikol isminin kullanimma devam edilmistir. Hastaligin
etmeni dogada anamorf formda bulunan fungal patojen P. viticola olarak bildirilmistir. Gerek
Phomopsis cinsinde yer alan patojenlerin karmasik konukcu dizileri gerekse de DNA dizilim analizleri
sonucunda etmenin birden fazla teleomorf Diaporthe tiirii ile iligkilendirilmis olmasi nedeniyle
hastaligin etmeni olarak anamorf P. viticola’nin kullanim1 yayginlikla devam etmektedir (Niekerk ve
ark., 2005).

Ulkemizde Ege ve Marmara bdlgeleri bag alanlarinda Phomopsis siirgiin ve yaprak leke
belirtilerini gosteren asmalardan siklikla P. viticola’nin izole edildigi bir¢ok arastirici tarafindan
bildirilmistir (Cetinkaya ve Onogur, 2006; Yildirim, 2014; Awan, 2017; Glingor Savasg, 2019). Bunun
disinda Ankara ili bag alanlarinda Oliikol Hastaligimin belirtilerini sergileyen asma ornekleri iizerinde
morfolojik tan1 esas alinarak P. viticola’nm varlig1 bildirilmistir (Ozben, 2011). Ege Bolgesinde sinirlt
saylda alandan asma siirgiin 6rneklerinden toplanan 23 fungal izolatin morfolojik karakterizasyonunun
yanisira ve DNA dizilimi ile molekiiler olarak tanisi yapilmis ve tiim izolatlar P. viticola (Diaporthe
ampelina) olarak tanilanmigtir (Awan, 2017). Manisa ve Tekirdag illerinden P. viticola etmenini
morfolojik yapilaria bakilarak ve Real Time (RT)-PCR’dan elde edilen PCR firiinlerin DNA dizilimi
cikartilarak P. viticola 'nin tanis1 yapilmistir (Giing6r Savas, 2019). Hosseinalizadeh ve ark. (2020), Ege
Bolgesinin izmir ve Manisa illerinden P. vificola belirtilerini sergileyen asmalardan morfolojik
Ozeliklerine bakilarak toplam 80 izolatta P. viticola etmenini tespit etmislerdir. Ancak son yillarda
asmada diger Phomopsis tiirlerinin yanisira odun dokusunda farkli patojenlerin de varlig1 bildirilmeye
baglanmis olup bu patojenlerin birbirlerine benzer sekilde belirtiler meydana getirebildikleri ve hatta
birlikte karigik enfeksiyonlarin ise hastaliklarin tamisim1 daha karmasik hale getirdigi belirtilmektedir
(Merrin ve ark., 1995; Mostert ve ark., 2001; Niekerk ve ark., 2005; Udayanga ve ark., 2011; Schilder,
2005; Giing6r Savas, 2019). Boyle durumlarda etmenlerin hizli ve giivenilir tanis1 6n plana ¢ikmaktadir.
Morfolojik taninin bazi durumlarda etmenlerin teshisinde tek basina yeterli olmamasi, arastiricilar
molekiiler diizeyde taniya yonlendirmistir. Nitekim son zamanlarda gelistirilmis ticari bir kit
(Phomopsis viticola End-Point PCR Kit-NORGEN, BIOTEK CORPORATION/ Canada) ile P.
viticola’nin PCR ile tanis1 yapilabilir hale gelmistir. Ege Bolgesi bag alanlarinda Oliikol ¢alismalaria
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bakildiginda genelde Izmir ve Manisa ilerinden toplanan sinirli sayida ornekler iizerinde calismalar
yapildig1 goriilmektedir.

Bu galismada Ege Bolgesinde onemli bag iireticisi illeri olan Aydin, Denizli, Manisa ve [zmir’de
Oliikol belirtisi gdsteren bitki drnekleri P. viticola yéniinden incelenmistir. Bitki érneklerinden elde
edilen izolatlarin 6nce morfolojik karakterizasyonu yapilmis ardindan P. viticola’ya 6zgi ticari bir tani
kiti ile PCR da molekiiler tanilar1 gergeklestirilmistir. Bunun disinda, secilmis bazi P. viticola
izolatlarinin siirgiin testi ile virililenslik belirlenme ¢aligmalari yiiriitiilmistiir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Hastahkh bitkilerin toplanmasi

Ege Bolgesinin asma iiretimi yapilan Denizli (Cal, Buldan ve Giiney), Izmir (Menemen,
Kemalpasa ve Bayindir ), Manisa (Alasehir, Salihli ve Saruhanli) ve Aydin (Kogarli, Nazili ve Kusadasi)
illerinden Oliikol Hastalik etmeni P. viticola izolatlarinin elde edilmesi icin 2018 yilinin {iretim sezonu
igerisinde sorvey ¢alismalar1 yapilmistir. Bu ¢aligmalar sirasinda omcalarin siirgiinlerinde siyah lekeler,
catlamis kabuk dokular1 ve yapraklarda sar kiigiik lokal lekeler gibi, Oliikol Hastalig1 belirtileri gosteren
bitkilerin siirgiinlerinin dip kisimlarindan 5-10 cm uzunlugunda olacak sekilde toplam 416 adet siirgiin
ornegi alimmistir (Cizelge 1).

2.2. Siirgiin érneklerinin izolasyonu ve saflagtirmasi

Laboratuvara getirilen siirgiin drneklerinin Oliikol Hastaligi belirtisi gosteren kisimlarindan
steril bistiiri yardimiyla hasta ve saglikli dokuyu igerecek 5x6 mm boyutlarinda pargalar kesilmis ve
%?2’lik NaOCl i¢inde 2 dakika siire ile bekletilerek yiizeysel olarak dezenfekte edilmistir. Steril saf suda
2 kez durulanip takiben steril filitre kagitlar: arasinda kurutulan 6rnekler petri kaplarinda bulunan patates
dekstroz agar (PDA, Difco™ Becton Dichson, USA) iizerine yerlestirilerek karanlik kosullarda 24°C de
inkiibe edilmislerdir. Yaklagik bir haftalik inkubasyonun ardindan gelisen koloniler makroskobik ve
mikroskobik olarak incelenmis ve P. viticola oldugu diisiiniilen kolonilerin kenarindaki misel uglarindan
alman parcalar tekrar PDA besi yerine alinarak saf kiiltiirler elde edilmistir.

2.3. Fungal izolatlarin kiiltiirel 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Saflastirilan tiim izolatlar PDA besi ortaminda gelistirilerek kiiltiirel 6zellikleri yoniinden
incelenmislerdir (Schilder ve ark., 2005). Bunun i¢in; PDA {izerinde aktif olarak gelisen her bir izolata
ait kolonilerin kenar kisimlarindan alinan 4 mm ¢apindaki diskler, icinde PDA bulunan 9 cm’lik Petri
kabinin orta kismina yerlestirilmis ve izolatlar inkiibatorde 24°C de 7 giin karanlik kosullar1 takiben 7
giin aydinlik ortamda inkiibasyona birakilmiglardir. Her bir Petri bir tekerriir olarak degerlendirerek
caligma ii¢ tekerriirlii olarak yapilmistir.

2.3.1. Koloni gelisme hizlari ve piknit olusumu

Inkiibasyonun 14. giiniinde toplam 232 adet izolatin koloni gelisme hizlar1 koloni gaplari
birbirini dik kesen iki noktadan cetvelle Olgiilerek belirlenmistir. Her bir izolat i¢in koloni ¢api
ortalamas1 hesaplanmis ve bu degerlere gore izolatlar gruplandirilmistir. Gelisim hiz1 yoniinden; yavas
(Grup 1), orta (Grup II), ve yiiksek (Grup III) olacak sekilde ii¢ grup, ¢calismada elde edilen en biiyiik
koloni ile en kiigiik koloni farkinin {i¢ esit araliga boliinmesi ile olusturulmustur (Erincik ve ark., 2018).
Izolatlarin  piknit olusumu ise inkiibasyonun 4. haftasinda degerlendirilmistir. Yapilan
degerlendirmelerde her bir Petri kabinin tesadiifi olarak segilen yaklasik 1 cm?’lik dort farkli alaninda
piknit yogunlugu belirlenmistir. Koloni tizerinde 6lglim yapilacak alan 4 mm ¢apinda bir mantar delici
ile kesilerek isaretlenmistir. Stereomikroskop altinda kesili alanda 0-4 (0: piknit yok, 1: piknit sayis1 1-
25, 2: piknit say1s1 26-50, 3: piknit sayis1 50-100 ve 4: piknit sayis1 >100) skala kullanilarak piknit say1s1
tahmin edilmistir.
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2.3.2 Koloni renkleri ve spor olusumlari

Izolatlarin 14. giiniinde koloniler renk tipleri (W, beyaz renkli koloni, G, gri renkli koloni ve
kahve renkli koloni ) yoniinden degerlendirilmistir. Inkiibasyonun dérdiincii haftasinda 3 tekerriiriinden
tesadiif olarak bir Petri kabi se¢ilmis ve tiim izolatlarda 25 adet alfa (o) konidi , bulunmasi durumunda
ise 25 adet beta () konidi’nin boyutlari mikroskop (Leica DFC320) altinda Labsens bilgisayar programi
kullanilarak 6lgiilmiistiir (Uecker, 1998; Kanematsu ve ark., 2000).

2.4. Fungal izolatlarimn PCR da molekiiler tanilanmasi

DNA izolasyon i¢in kullanilacak izolatlara ait miseller, PDA ortami iizerine konulan steril
selefon diskler iizerinde yerlestirilmis ve inkiibatorde 24°C’de karanlik kosullarda 6-7 giin
inkiibasyonun birakilmistir. Selefon disklerde gelisen kolonilerden, yaklasik 3x3 cm boyutlarinda misel
kitlesi steril kiirdan ile aliarak 1.5 ml santrifiij tliplere yerlestirilmis ve ardindan DNA ekstraksiyonu
Erincik ve ark, (2011)’ e gore yapilmistir. Elde edilen DNA’lar agarose jelde DNA’nin varligina
bakilmistir ve DNA’lar PCR da kullanilmak tizere -20 °C de saklanmustir.

Elde edilen DNA’larin PCR igin Phomopsis viticola End-Point PCR Kiti kullanilmistir. Kit
protokoliine gore; 10 uL MDx 2X PCR Master Mix, 2 uL P. viticola Primer Mix, 2.5 ul 6rnek DNA ve
5.5 ul steril safiile toplam 20 ul’ye tamamlanmistir. Thermal cycler igerisinde 40 dongii olarak planlanan
PCR da ilk denatiirasyon 94° C de 3 dakika olarak baslanmis ve 94°C de 15 saniye denatiirasyon, 60°C
de 30 saniye annealing, 72° C de 45 saniye extension ve 72°C de 5 dakika final extension seklinde
uygulanmigtir. PCR iiriinleri 150V, 30 dakika % 1.4 lik agaroz jel eletroforezde ayristirilacak ve
goriintiilenmistir. Molekiiler agirlik olarak 2000 bp DNA marker kullanilmis ve P. viticola’ nin tanisi
300 bp agirliklar esas alinarak yapilmistir. Ayrica kitin igerisinde bulunan P. viticola negatif ve pozitif
ornekler PCR da kullanilmistir (Phomopsis viticola End-Point PCR Kit, NORGEN, BIOTEK
CORPORATION, Canada).

2.5. Fungal izolatlarin viriilenslik testi

PCR testi ile P. viticola oldugu teyit edilmis izolatlar arasindan, kiiltiirel 6zellikleri goz oniinde
bulundurularak tiim illeri temsil edecek sekilde toplam 49 adet izolat viriilenslik testi i¢in se¢ilmistir.
Viriilenslik testi, sultani ¢ekirdeksiz asmalardan alinan 1-2 ¢cm ¢apinda ve yaklasik 30 cm boyundaki
homojen goriiniimlii yesil asma siirgilinleri {izerinde Rawnsley (2002)’e gore yapilmistir. Test i¢in
oncelikle siirglinler musluk suyuyla yikanip kurulandiktan sonra % 2’lik sodyum hipoklorit icerisinde 2
dakika bekletilerek yiizeysel olarak sterilize edilmis ve steril su ile durulanip, steril kosullarda
kurumalarn saglanmistir. Daha sonra her bir dal pargasinin iist u¢ kismi eriyik haldeki parafine
daldirilarak yara bolgesinin kapanmasi saglanmis ve siirgiinlerin u¢ kismin 10 cm altindan 4 mm
capindaki mantar delici ile birer disk ¢ikartilarak yara agilmig, ardindan PDA iizerinde gelistirilen
izolatlarin kolonilerinin geng kisimlarindan alinan ayni ¢aptaki miselyal diskler yaranin igine gelecek
sekilde yerlestirilerek inokulasyon islemi gerceklestirilmistir. Miselyal diskin kurumasini engellemek
icin inokulasyon yerleri parafilm ile sarilmistir. Kontrol icin kullanilan siirgiinlerde sadece steril PDA
diski konulmustur. Dallar dik bir sekilde, icerisinde nemli steril perlit bulunan saksilara c¢elik
koklendirme yontemine benzer sekilde daldirilmis iklim odasinda 25 °C sicaklikta 30 giin siire ile
karanlikta inkiibe edilmislerdir. Her tekerriirde tek dal olacak sekilde deneme dort tekerriirlii olarak
yiiriitiilmiistiir. Inokulasyondan 1 ay sonra siirgiinler iizerinde olusan lezyonlar uzunlamasina bir uctan
diger uca Ol¢ililmiistiir. Elde edilen degerden yara alaninin uzunlugu g¢ikarilarak gergek lezyon uzunlugu
elde edilmistir. Verilerin istatiksel analizi tek yonlii varyans analizi ile (p degeri <0,05) SPSS 18.0
program paketinde yapilmis ve izolatlar arasindaki viriilenslik farkliliklar1 Duncan Coklu Karsilastirma
testine gore belirlenmigtir.
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3. Bulgular
3.1. Ornekleme ve izolasyon

Ege Bolgesinin Denizli (Cal, Buldan ve Giiney), Izmir (Menemen, Kemalpasa ve Bayindir ),
Manisa (Alasehir, Salihli ve Saruhanli) ve Aydin (Kogarli, Nazili ve Kusadasi) illerinin bag alanlarinda
Oliikol Hastaligimn belirtileri olan asma siirgiin diplerinde siyah lekeler ile catlamis kabuk dokular1 ve
yapraklarda sar kiiciik lokal lekelere siklikla gozlemlenmistir (Sekil 1). Ornekleme calismalari yapilan
tiim il ve ilgelerde 6lii kol hastalig1 belirtisi gdsteren asmalara rastlanmis ve toplamda 416 adet siirgiin
ornegi alinmistir. Laboratuvara getirilen 6rneklerden PDA besi ortaminda patojenin izolasyon islemleri
gerceklestirilmistir. izolasyon Petrilerinde gorsel olarak belirgin hale gelen miselyal koloniler
makroskobik ve mikroskobik olarak incelenmis ve sonugta Aydin’dan 53, Denizli’den 50, Manisa’dan
59 ve Izmir’ den 70 olmak iizere P. viticola oldugu diisiiniilen toplam 232 adet izolat saflastirilmistir

(Cizelge 1).

. - L " .
i e | % 3 -
== 9 * 4 v

Sekil 1. Sérveylerde 6rnekleme yapilan yapilan bitkilerde Olii kol belirtileri: Asma yapraklarda sar1
klorotik lekeler (A) ve siirgiinlerde siyah lezyonlar (B).

Cizelge 1. Oliikol belirtisi gdsteren bitkilerden alinan 6rnek sayilar1 ve izole edilen Phomopsis spp. izolat
sayilarinin Ege Bolgesi il ve ilgelerine gore dagilinm

iller ilgeler Ornek sayilart izolat sayilart
Nazili 32 18
Aydin Kogarlt 11 8
Soke 5 4
Kusadasi 42 23
Ara Toplam 90 53
Cal 20 17
Denizli Giiney 9 6
Buldan 33 27
Ara Toplam 62 50
Salihli 43 24
Manisa Alagehir 24 13
Saruhanli 34 22
Ara Toplam 99 59
Selguk 30 15
Bayimndir 53 25
[zmir Efem gukur 4 3
Urla 8 3
Menemen 49 15
Kemal pasa 21 9
Ara Toplam 165 70
Genel Toplam 416 232
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3.2. Fungal izolatlarin tamlanmasi ve kiiltiirel 6zelikleri
3.2.1. Koloni gelisme hizlar1 ve piknit olusumu

Izolatlar, PDA ortaminda 24°C’de 14 giinliik inkiibasyon sonrasinda farkli miselyal koloni
gelisimleri gostermislerdir. Toplam 15 izolat 2.28-3.85 cm ortalama miselyal ¢ap1 ile yavas gelisen Grup
1’de yer almistir. Ortalama miselyal koloni ¢ap1 3.86-5.43 cm olan 56 izolat orta hizda gelisen Grup
2’de yer almigtir. Geri kalan 161 izolat 5.44-7 cm ortalama miselyal koloni ¢api ile hizli gelisen Grup
3’de yer almistir (Cizelge 2). Tiim illerde orta ve hizli gelisen izolatlara rastlanmigken Denizli ilinden
yavas gelisen izolatlara rastlanmamustir.

Inkiibasyonun 4. haftasinda izolatlara ait piknit say1s1 ortalama skala degerlerine gore, 5 izolatta
piknit olusumu gozlenmemistir. Bes izolat “1” skala degerini alarak diisiik sayida piknit (1-25/cm?)
olusturmustur. Kalan izolatlardan, 31’1 “2” skala degerini alarak orta diigiik sayida piknit (26-50/cm?),
151’1 “3” skala degerini alarak orta yiiksek sayida piknit (50-100/cm?) ve 40’1 “4” skala degerini alarak
yiiksek sayida piknit (>100) olusturdugu saptanmustir (Sekil 2 ve Cizelge 2).

Sekil 2. Inkiibasyonun 4. haftasinda piknit yogunlugu belirlemede sayim yapilan alanlar (A) ve
stereomikroskop altinda piknit gériiniimii (B).

2.3.4 Koloni renkleri ve spor olusumlar:

PDA’da 24°C 14 giinliik inkiibasyonun ardindan, izolatlar koloni renkleri yoniinden beyaz, gri
ve acik krem olmak {izere 3 farkli gruba ayrilmiglardir. Toplam 137 izolat gri, 83 izolat beyaz ve 12
izolat agik krem koloniler olugturmustur (Sekil 3). Beyaz ve gri renkli izolatlara tiim illerde rastlanirken
Manisa’da krem renkli izolata rastlanmamuistir. (Cizelge 2).

Sekil 3. inkiibasyonun 14. giiniinde beyaz (A), gri (B), acik krem (C ) renkte olusan Phomopsis spp.
Kolonileri.
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Cizelge 2. Ege Bolgesin’den elde edilen Phomopsis spp. izolatlarmin patates dekstroz agar besi
ortaminda 14 giinliik miselyal koloni ¢aplari, koloni renkleri ve inkiibasyonun 4. haftasinda
piknit olusumuna gore iller bazinda sayisal dagilimlart

iller Koni Cap Aralig1 (cm) ve izolat Koloni Renkleri Stroma Olusumu index Degeri®
Sayilar®
Grup I Grup II Grup II Beyaz Gri Krem 0 1 2 3 4
Aydin 1 11 41 23(9.92) 28 2 0 1 4(1.72) 30 18 (7.76)
044 (475  (17.67) (12.06)  (0.86) (0.43) (12.93)
Denizli 0 8 (3.45) 42 13 (5.6) 33 4 0 1 8(3.45) 29(12.5) 12(5.17)
(18.10) 1423)  (1.72) (0.43)
Manisa 6 15 38 16(689) 43 0 3 1 4(1.72) 45 6(2.59)
(2.56)  (647)  (16.38) (18.53) (130)  (0.43) (19.40)
Tzmir 8 2 40 31 33 6 2 2 15(647) 47 4(1.72)
(.45  (949)  (17.24)  (1336)  (1423)  (2.59)  (0.86)  (0.86) (20.26)

a: Koni Cap Arali1 (cm): Grup I (2.28-3.85), Grup 1I (3.86-5.43) ve Grup I1I (5.44-7).
b: 0-4 skalasi (1 cm2’lik alanda piknit sayis1); 0 (piknit yok), 1 (1-25), 2 (26.50), 3 (50-100) ve 4 (100<).
c: Parantez igerisinde yer alan degerler izolatlarin % degerini gostermektedir.

Inkiibasyonun 14. giiniinde izolatlarm spor degerlendirilmesinde; izolatlarin hepsi PDA
iizerinde o sporlan iiretmis ve sadece 13 izolatta B sporlan goriilmiis ve o sporlarin yogunlugu 3
sporlarina gore daha fazla oldugu gézlemlenmistir. a sporlarin boyutlari ortalama 8-11.04 um x 1.7-2.8
um biiyilikliik arasinda degismistir. B sporlar ise 20.5-25.14 um x 0.83-1.06 pm boyutlarinda olup
kivrimli uglar olusturmuslardir (Sekil 4). Toplam Aydin’da 4, Denizli’de 1, Manisa’da 3 ve izmir’de 5
izolatta her iki spor (a ve B) tipi goriiniirken ve diger izolatlarda (219 izolat) sadece a sporlarin varlig
belirlenmistir.

Sekil 4. Fungal izolatlarin o ve j sporlarindan goriiniimler.
3.4. Fungal izolatlarimin tanilanmasi

Ticari kit ile yapilan PCR testi sonucunda 232 izolattan 214’iinde beklenen 300 bp agirliginda
bandlar elde edilmistir (Sekil 5 ve Cizelge 3). Boylece bu izolatlarin P. viticola olarak kesin tanist
gerceklestirilmistir. Ornekleme yapilan tiim illerde P. viticola izolatlar elde edilmistir. Cizelge 8’e gore
Aydin ilinden 50, Denizli ilinden 50, Manisa ilinden 52 ve izmir ilinden 62 izolat P. viticola izolati
olarak tanilanmustir.
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300 bp

Sekil 5. Phomopsis viticola izolatlariin PCR iriinlerine ait elektroforetik goriiniimii.

Cizelge 3. PCR testi sonucunda tanilanan Phomopsis viticola izolat sayilarinin il ve ilgelerine gore

dagilimi
iller flgeler izolat sayilari

Nazili 18

Aydin Kogarlt 6
Soke 2
Kusadasi 24
Ara Toplam 50

Cal 15

Denizli Giinay 6
Buldan 29
Ara Toplam 50
Salihli 24
Manisa Alagehir 12
Saruhanl 16
Ara Toplam 52

Selguk 13
Baymndir 26
[zmir Efem gukur 1
Urla 1
Menemen 14
Kemal pasa 7
Ara Toplam 62
Genel Toplam 214

3.5. izolatlarin viriilenslikleri

Viriilenslik testinde tiim izolatlar asma siirgiinlerinde siyahims1 kahverengi nekrotik yiizeysel
lezyonlar meydana getirmistir (Sekil 4). Kontrol siirgiinlerinde ise nekrotik lezyon olusmamuistir.
Izolatlara gore siirgiinlerde gelisen lezyonlarin uzunluk ortalamasi 2.3-18.7 cm arasinda degismis olup,
bunlardan bazilar1 arasindaki fark istatistiki olarak énemli bulunmustur (Cizelge 4). En viriilent izolat,
18.7 cm’lik ortalama lezyon uzunlugu ile Izmir’in Bayindir ilgesinden elde edilmis olan ve kiiltiirde
beyaz koloni olusturup hizli gelisme 6zelligine sahip 1061B izolati olmustur. Bunu 15.3 ¢m lezyon
uzunlugu ile Manisa ilinin Saruhanli ilgesinden toplanmus kiiltiirde gri koloni olusturup orta hizda
gelisen 998Sr izolat: takip etmistir. Farkli illerden toplanmis ve aralarinda kiiltiirde gri ve beyaz koloni
ile yavas, orta hizda ve hizli gelisen 6zellikte izolatlarin oldugu 14 izolat 3 cm ve altinda lezyon meydana
getirerek diisiik viriilenslik gdstermislerdir. izolatlarm biiyiik bir ¢ogunlugu (28 izolat) 3.1-6.5 cm
lezyon araliginda yer alarak diisiik orta viriilenslik derecesi gostermislerdir. Geri kalan 5 izolat ise 7.8-
11.6 cm lezyon aralig1 ile yiiksek orta viriilent grubunda yer almistir. Yine izolatlarin piknit olusturma
potansiyelinin viriilenslikte belirleyici bir 6zellik olmadig: gériilmektedir. Ornegin 4 skala degerini alan
izolatlardan 799Se, 812Ku ve 783Se sirasiyla 2.4, 3.1 ve 4.1 cm uzunlugunda lezyonlar meydana
getirirken en yiiksek viriilenslige sahip 1061B (18.7 cm) ve 998Sr (15.3 cm) izolatlar1 ile en diisiik
viriilenslige sahip 847Ku (2.3 cm) izolatt 3 nolu piktit olusum skalasinda yer almistir. Tiim izolatlarin
o, konidi sekil ve biiyiiklik olarak birbirlerine benzer bulunmuslardir. Sadece 6 izolatta B konidi
bulunmus ve bunlar viriilenslik, koloni gelisimi ve rengi ile piknit olusumu yoniinden digerlerine gore
belirgin bir farklilik gostermemislerdir. Genel olarak morfolojik 6zellikler (koloni rengi, gelisme hizi,
piknit olusturma ve spor biiyiikliikleri) ile viriilenslik arasinda belirgin bir iligki bulunmamustir.
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Cizelge 4. Phomopsis viticola izolatlarinin asma siirgiiniinde olusturdugu lezyonlarin biiytikliikleri ve
izolatlarin patates dekstroz agar besi ortaminda kiiltiirel 6zelikleri

izolat Lezyon Uzunlugu(cm)? Koloni Piknit skala Koloni Alfa Spor Boyut Beta Sporlarin
gelisim hiz1 degeri rengi olctimii
Boy En Boy En
(um) (um) (um)  (um)
847Ku 2.3 h° I 3 Gri 9.9 2.68 - -
799Se 2.4 gh I 4 Beyaz 9.11 227 - -
910M 2.5gh I 3 Beyaz 9.46 1.8 22.11 0.89
1032K 2.5 gh 111 2 Gri 9.62 1.73 - -
1098B 2.6 gh I 3 Gri 9.1 241 - -
889G 2.6 gh I 2 Gri 9.54 2.45 - -
843Ku 2.6 gh II 3 Gri 9.6 232 - -
1124Sa 2.7gh II 2 Beyaz 8.23 1.72 20.5 0.89
1080B 2.9 gh II 2 Gri 9.35 1.86 - -
809Ku 2.9 gh II 3 Gri 7.73 2.18 - -
759Ko 2.9 gh I 3 Gri 8.92 247 - -
1065B 2.9 gh I 3 Krem 8.67 2.29 - -
919M 2.9 gh II 1 Beyaz 9.45 2.25 23.79 0.99
784Se 3.0 gh I 3 Beyaz 8.49 1.77 24.03 1.06
812Ku 3.1 fgh I 4 Beyaz 8.73 2.53 -
927 3.1 fgh I 4 Gri 9.29 2.73 23.58 0.99
903M 3.2 fgh I 2 Beyaz 9.78 2.45 - -
1036K 3.3 fgh I 2 Gri 10.69 1.72 - -
1095B 3.3 fgh I 4 Beyaz 8.88 2.19 - -
947 3.3 fgh 111 3 Beyaz 8.73 1.95 - -
841Ku 3.4 fgh II 3 Gri 8.45 1.79 - -
900Bu 3.4 fgh I 3 Krem 9.20 2.68 - -
1227Na 3.4 fgh I 3 Beyaz 9.28 2.36 - -
1137Sa 3.5 fgh I 0 Gri 9.23 2.35 - -
1071B 3.6 fgh 111 3 Krem 8.78 1.85 - -
1024K 3.8 fgh I 3 Krem 5.42 1.79 - -
962M 3.8 fgh I 3 Gri 8.77 1.83 - -
899Bu 3.8 fgh II 1 Gri 8.74 243 - -
1045K 3.9 fgh II 3 Gri 9.61 1.73 - -
783Se 4.1 fgh II 4 Gri 8.59 2.8 - -
1216Na 4.3 fgh I 1 Beyaz 11.03 2.78 - -
1108Sa 4.3 fgh I 3 Beyaz 10.87 1.74 - -
770S6 4.6 efgh II 3 Gri 9.57 1.79 - -
785Se 4.6 efgh II 3 Beyaz 5.39 1.71 - -
781Se 4.7 efgh 11 3 Beyaz 9.52 1.7 - -
1027K 4.7 efgh I 2 Beyaz 8.17 1.81 - -
1248Bu 4.8 efgh II 3 Beyaz 9.36 2.18 - -
1005Sr 4.9 efgh II 3 Gri 10.86 2.78 - -
961M 5.3 efgh 111 2 Beyaz 10.32 2.33 - -
1252Bu 5.5 efgh 11 3 Beyaz 10.19 2.87 - -
1091B 5.8 efg 11 1 Beyaz 8.77 2.37 - -
828Ku 6.5 def II 3 Gri 9.34 2.29 - -
1049B 7.8 de 111 3 Beyaz 8.78 1.96 - -
780Se 7.9 de I 3 Gri 9.21 1.8 - -
1207Al 92 cd I 3 Gri 8.1 1.45 - -
861C 115¢ 111 3 Gri 8.01 1.73 - -
878C 11.6¢ 111 3 Beyaz 10.36 2.8 - -
998Sr 153D II 3 Gri 9.24 2.31 2391 0.91
1061B 18.7 a 111 3 Beyaz 9.52 1.51 - -

Not: Na Nazilli, Ku Kusadasi, S6 Soke, C Cal, Bu Buldan, Se Selguk, M Menemen, K Kemalpasa, B Bayindir, Sr Saruhanli, Sa Salihli, Al
Alasehir.

a: Patojenite testinde her bir izolat i¢in hesaplanan siirgiin lezyonlarinin degerlerini ifade etmektedir.

b: Ortalama degerler arasinda istatistiki fark Duncan Coklu Karsilastirma Testine gére yapilmustir. Siitun boyunca ayni harfi alan degerler
arasinda fark istatistiki olarak 6nemli degildir.
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Sekil 4. Phomopsis viticola ile inokule edilen siirgiinlerde inkiibasyonun 15. giiniinde lezyon olugumu.
4. Tartisma ve Sonug¢

Bu ¢alismada, Ege Bolgesinin bag alanlarmin yogun oldugu Manisa, [zmir, Denizli ve Aydin
illerinin 6rnekleme yapilan tiim ilgelerinde Oliikol Hastaligmin belirtilerini gdsteren asma bitkilerinin
varligina rastlanmistir. Hastalikli bitkilerde dip yapraklarda gelisen sar1 klorotik lekelerin yani sira
stirgiin diplerinde nekroz ve derin catlaklarin salkim sagligini olumsuz etkiledigi goézlemlenmistir.
Gegmiste Ege Bolgesinde Oliikol Hastaliginin varligi birgok calismada rapor edilmistir (Karaca ve
Eroglu, 1967; Ozhendekgi, 1978; Erkan ve Larignom, 1998; Ar1, 2000; Y1ildirim, 2014). Oldukca genis
siirvey alaninda yapilan bu calisma ile 6lii kol hastaliginin giinimiizde de Ege Bolgesinde bag
yetistiriciliginde Onemini halen devam ettirdigi ortaya konmustur. Nitekim Tarim ve Orman
Bakanliginin yayinladigi teknik talimatlarda Tiirkiye’de Oliikol Hastalig1 asmanin en énemli dért ana
hastaligindan biri olarak kabul edilmektedir (Anonim, 2011).

Oliikol belirtileri gosteren asmalardan alinan doku oOrneklerinden elde edilen 232 adet
Phomopsis spp. izolat1 arasinda kiiltiirel 6zellikleri arasinda belli diizeylerde farkliliklarin oldugu
belirlenmistir. Izolatlarin ¢ogunlugu (% 69.39) hizli gelisme gosterirken, sinirh sayida izolatta (15 adet)
yavag gelisme gozlemlenmistir. Koloni rengi degerlendirmelerinde izolatlarin % 35.77°s1 beyaz, %
59.05’s1 gri ve % 5.17 acik krem renkte koloni olusturmustur. Phomopsis cinslerinin besi ortaminda W
(beyaz renkli koloni) ve G (gri renkli koloni) olmak iizere iki farkli renkte koloni olusturdugu daha
onceki caligsmalarda bildirilmistir (Kanematsu ve ark., 1999; Kanematsu ve ark., 2000; Awan, 2017).
Awan (2017), Ege Bolgesi bag alanlarindan izole edilen P. viticola izolatlar1 arasinda her iki koloni
rengine sahip izolatlara rastlandig1 ve W tipi koloniye sahip olanlarin gelisme hizi ve viriilensliginin G
tipte olanlara gore daha diisiik oldugunu bildirmistir. Caligmamizda beyaz ve agik krem renkli kolonileri
olan izolatlar hizl1 ve orta hizda koloni gelisim gostermisken, kolonileri gri renkte olan izolatlar % 70.8
oraninda hizli gelisim gostermistir. Ancak bu calismada izolatlarda olusan beyaz ve gri koloni
renkleriyle viriilenslik siddeti arasinda herhangi bir farklilik saptanmamaistir. Bunun diginda galismada
izolatlarda gdzlemlenen koloni gelisim hizi, piknit olusumu ile spor tipi ve biiyiikliikleri gibi diger
morfolojik 6zellikler ile viriilenslik arasinda bir iliski kurulamamistir. Tiim viriilenslik gruplarinda
hemen hemen her morfolojik 6zellikte izolatlar yer almistir.

Morfolojik olarak PCR negatif ve PCR pozitif izolatlarin arasinda biiylik bir farkliliklara
rastlanmamistir. Bu nedenle P. viticola’nin dogru tanimlanmasi i¢in molekiiler taninin yapilmasi
gerekmektedir. Akgiil ve ark. (2015), asma govde fungal hastaliklar ile ilgili yaptiklar1 calismada
yaklagik 350 siirgiin 6rneginden sekiz farkl tiir asma gdvde fungal etmeni izole etmislerdir. Calismada
Diaporthe ampelina (P. viticola), etmeni krem renkte koloniler, alfa ve beta sporlari ile tanimlamustir.

Izolatlarmn piknit olusum degerlendirmesinde ise, izolatlarin % 97.84’ inda piknit olusumu
gozlemlenirken piknit yogunlugunda farkliliklar saptanmistir. Sadece 5 izolatta piknit olusumu
gbzlemlenmemistir.

Besi ortaminda izolatlardan sadece 13 adeti alpha ve beta sporlardan her ikisini de olustururken
izolatlarin biiyiik cogunlugunda (% 94.39) sadece alpha konidi goriilmiistiir. Beyaz ve agik krem renkli
olan izolatlarda alfa ve beta sporlar goriilmiis ve gelisme hiz1 ve biiyiime ¢api gri renkli kolonileri olan
izolatlara gore daha az ve dar biiylime halkalan ile gelisme gostermistir. P. viticola diger Phomopsis

314



YYU TAR BIL DERG (YYU J AGR SCI) 31 (2): 305-317
Hosseinalizadeh ve ark., / Ege Bolgesi Bag Alanlarindan Elde Edilen Phomopsis viticola Izolatlarmin Morfolojik Molekiiler ve Patojenik Karakterizasyonu

tiirleri gibi piknidium ic¢indeki a ve B sporlarin orani ve boyutlart 6nemli 6l¢iide degisebilmektedir
(Uecker, 1998; Sergeeva ve ark., 2003; Ozben, 2011; Awan, 2017). Schilder ve ark. (2005), asma
ornekleriden izole edilen P. viticola izolatlarin ortalama o sporlarin boyutlarinin 9.8-12.6 x 3.1-4.5 um
arasinda oldugunu saptamislar ve bu boyutlarin Mostert ve ark. (2001), ve Pearson ve Goheen (1994),
calismalarindan farkli oldugunu ve farkliligin nedeninin biiyiime ortamindaki farkliliklar veya izolatlar
arasindaki genetik farklilik olabilecegini ifade etmislerdir. Calismamizda sirasiyla 8-11.04 pm x 1.7-2.8
um boyutta alfa ve beta sporlar1 saptanmig ve bu degerler Schilder ve ark. (2005), ¢aligmasinda ifade
edilenlere yakin olsa de genel olarak yine de farkli olduklari sdylenebilir. Ayrica Akgiil ve ark. (2015),
tarafindan Diaporthe ampelina (P. viticola), etmeninin Alfa ve beta sporlariin ortalama boyutlari
sirastyla 10.0 x 2.4 ve 22.5 x 1.0 olarak ol¢iilmiistiir.

Calismamizda izole edilen 214 P. viticola izolatinin End-Point PCR kiti kullanilarak molekiiler
tanist basarilt bir sekilde gergeklestirilmistir. Tirkiye’de gegmiste yapilan birgok c¢alismada P.
viticola’nin tanisi sadece morfolojik 6zelliklere bakilarak yapilmistir (Karaca ve Eroglu, 1967; Onogur
1985; Cetinkaya ve Onogur, 2006; Ozben, 2011; Yildirim, 2014). Phomopsis spp’nin molekiiler tanisi
DNA’nin farkli gen bdlgelerinin polimeraz zincir reaksiyonlar1 (PCR) ile ¢ogaltilmasi ve filogenetik
analizler ile gerceklestirilmistir (van Niekerk ve ark., 2005; Santos ve ark., 2010; Udayanga ve ark.,
2011 ve Gomes ve ark., 2013). Akgiil ve ark. (2015), Tiirkiye'nin Ege Bolgesi izmir ve Manisa Illeri
bag alanlarindan sultaniye ¢ekirdeksiz asmalardan elde edilen 6lii kol izolatlarinin kiiltiirel 6zelliklerinin
yanisira ITS, TUB ve EF1-a gen bolgelerinin dizi analizleri ile tan1 galigmalari sonrasinda ve P. viticola
teleomorf D. ampelina ile iliskilendirilmistir. Awan (2017), 23 Phomopsis (Diaporthe) spp. izolatin,
PCR da universal primerler kullanilarak elde edilen PCR iiriinlerinin DNA dizilim analizi sonrasinda P.
viticola olduklarmi saptamiglardir. Giingdr Savas, 2019 yillinda Ege Bolgesinde Manisa ilinin
Sehzadeler, Salihli ve Akhisar ilgeleri ile Marmara Bolgesi Tekirdag ilinden toplanan odun dokusu
patojen izolatlarinin ITS1 ve ITS4, Bt2a ve Bt2b primerler kullanilarak elde ettikleri PCR iiriinlerinin
DNA dizi analizleri sonucunda P. viticola’nin tanisi yapilmistir.

Gegmiste P. viticola izolatlarinin farkli asma ¢esitlerinin yesil siirgiinlerin iizerinde patojenisite
testi birgok arastirici tarafindan yapilmis ve yapilan tiim ¢alismalarda P. viticola’nin patojenik oldugu
ve viriilenslik agisindan izolatlar arasinda farkliliklarin oldugu bildirilmistir (Baumgartner ve ark., 2013;
Urbez-Torres ve ark., 2013 ve Awna, 2017). Nitekim Tiirkiye’de yapilan bir ¢aligmada, yillik Tarsus
Beyazi asma cesidini yesil siirgiinleri ile yapilan patojenisite testin sonucunda izolatlar arasinda
viriilensligi yiiksek izolatlarin yanisira diisiik olanlarin da varligr bildirilmistir (Awan, 2017). Bu
calismada da siirgiinlerde yapilan patojenisite testinde izolatlarin tiimiinde Oliikol simptomlari
gozlemlenmis olup ve izolatlar arasinda farkl: viriilenslik dereceleri saptanmustir.

Sonug olarak, bu calismada Ege Bolgesinde bag alanlarinda Oliikol belirtisi gdsteren bitkilerden
elde edilen izolatlarin biiyiik bir cogunlugunun P. viticola oldugu ortaya konmustur. Bu bulgular Ege
Bolgesi bag alanlarinda Oliikol Hastaliindan sorumlu ana patojenin P. viticola oldugunu
gostermektedir. Asmalarda diger Phomopsis tiirlerinin yanisira farkli Diaporthe tiirlerinin de Oliikol
Hastaligina yakin belirtiler verdigi daha dnceki ¢alismalarda belirtilmistir. Ancak bu c¢alisma ile Ege
Bolgesi bag alanlarinda diger Phomopsis tiirlerinin ekonomik agidan 6nemli olmadigi anlasilmaktadir.
Bu calismada gen dizilimi analizi yapilmamis olmasi nedeniyle P. viticola izolatlarinin hangi teleomorf
Diaporthe tiri ile iligkili oldugunu kesin olarak sdylemek miimkiin degildir. Ancak bolgede daha dnce
yapilan ¢alismalarda P. viticola izolatlan siklikla Diaporthe ampelina ile iligkilendirilmistir (Akgiil ve
ark., 2015; Awan, 2017). Bu raporlara gore caligmada elde edilen izolatlarin D. ampelina olma olasilig
oldukca yiiksektir. Ancak bu durumun agikliga kavusturulmasi i¢in izolatlarin DNA dizilim analizleri
ile teleomorf tanilarinin yapilmasi faydali olacaktir. Bu calismanin sonuglar1 bolgede hastalikla ilgili
gelecekte yapilacak olan galigmalara katki saglayacag diisliniilmektedir.

Tesekkiir

2170293 proje numarast ile bu ¢alismay1 destekleyen TUBITAK-TOVAG’a tesekkiir ederiz.
Bu ¢alisma doktora tezden elde edilmistir. Bu ¢alisma yayin etigine uymakta. Bu ¢alismada etik kurul
onay1 gerektirmemektedir. Bu ¢aligmada yazarlar arasinda herhangi bir potansiyel ¢ikar catigmasi
bulunmamaktadir.
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