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ARASTIRMA MAKALESI RESEARCH ARTICLE

Asmalarda fungal gévde hastaliklarinin arastirilmasinda farkh inokulasyon yéontemlerinin
karsilastirilmasi

Comparison of different inoculation methods in the investigation of fungal trunk diseases in grapevines
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MAKALE BiLGISi / ARTICLE INFO OZET/ABSTRACT
Makale tarihgesi / Article history: Aims: Grapevine trunk disease are complex diseases caused by many
DOI: 10.37908/mkutbd.741812 fungal plant pathogens. In this study, it was aimed to determine the most
Gelis tarihi /Received:23.05.2020 suitable inoculation method for some fungal pathogens representing four
Kabul tarihi/Accepted:02.07.2020 different diseases (Petri and Black Foot, Botryosphaeria and Phomopsis

Dieback).

Methods and Results: Fungal species Phaeomoniella chlamydospora,
Keywords: Dactylonectria macrodidyma, Neofusicoccum parvum and Diaporthe
Grapevine, Dactylonectria nacrodidyma, ampelina were inoculated into dormant canes or green shoots by different
Diaporthe  ampelina,  Neofusicoccum inoculation methods. These methods for dormant cuttings were as
parvum, Phaeomoniella chlamydospora. follows; mycelial agar disc inoculation under bark (a), mycelial agar disc

placement onto the top of cuttings (b), xylem injection method (c) and
”CorreSponding author: D. Soner AKGUL mycelial agar disc inoculation on green shoots (d). After inoculation of the
P\ sakgul@cu.edu.tr pathogens on cuttings and shoots, they were allowed to grow for 2 months

and then lesion lengths on the tissues were measured. As a result, all the
pathogens produced lesions on both dormant canes and green shoots with
all inoculation methods, but measured lesion lengths differed from the
inoculation methods used. The pathogen and inoculation methods
matching, in which the longest lesions were formed, were as follows;
mycelial agar disc inoculation on green shoots for Diaporthe ampelina
(72.2 mm), xylem injection method for Dactylonectria macrodidyma and
Phaeomoniella chlamydospora (23.0 mm and 66.1 mm respectively) and
mycelial agar disc inoculation under bark for Neofusicoccum parvum (51.5
mm).

Conclusions: Although different inoculation methods have been used by
many researchers to investigate in grapevine fungal trunk diseases, it has
been revealed that pathogenicity tests can be performed using one of
methods used in this study. In studies with a large number of spore
producing species, it has been observed that the xylem injection method
would yield more plausible results. It was also found that mycelial agar disc
inoculations, under bark or on the top of the cuttings, were more suitable
for the species having a strong mycelial growth and pycnidial production.
Significance and Impact of the Study: The selection of the inoculation
method in a study directly affects the results of that research. It is thought
that the results of this study may contribute to the selection of the
appropriate inoculation method in researches on grapevine trunk
diseases.
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GiRIS

Asmalarda fungal etmenlerden kaynaklanan govde
hastaliklari, son yillarda diinya ve llkemiz baglarinda
onemli bir sorun haline gelmeye baslamigtir. Son 50 yilda
diinyadaki bag alanlarinin artmasina paralel olarak
Uretim materyallerinin {lkeler arasinda tasinmasi,
makineli budamayla birlikte farkh terbiye sistemlerinin
yayginlasmasi ve 1990’ yillardan baslamak (zere
sodyume-arsenit, benzimidazol grubu fungisitler ve metil
bromidin yasaklanmasiyla, asma goévde hastaliklarinin
hizla yayginlastigi bildirilmistir (Bertsch ve ark., 2013).
Asma govde hastaliklari uzun vadede ekonomik kayiplara
neden olmakta ve bagciliktan elde edilen kazanci
azaltmaktadir. 2013 yilinda Briksel’de yayinlanan bir
COST raporuna gore; asma govde hastaliklari nedeniyle
tim diinyadaki asmalarin %1’inin sokildigu ve yerine
yenilerinin dikildigi ifade edilmis, buna gére yenileme
maliyetleri, harcanan zaman, Urin azalisi ve benzer
ekonomik kayiplarin, diinya genelinde 1.132 milyar Euro
civarinda oldugu tahmin edilmistir (Anonymous, 2013).
Bugtine kadar 34 cinse bagh 133 farkh fungus tiirlintn,
asma govde hastaliklarina neden oldugu tespit edilmistir
(Gramaje ve ark., 2018). Asma govde hastaliklari
icerisinde Esca Sendromu, Botryosphaeria, Eutypa,
Phomopsis Geriye Olim Hastaliklari, Petri ve Siyah Bacak
Hastaliklari seklinde  farkh baslklar  altinda
gruplandiriimaktadir. Bir grupta yer alan benzer tirler
birbirine yakin biyolojik dongliye sahip olsalar da, farkli
gruplar igerisindeki tilrlerin biyolojileri birbirinden
farkhdir. Ornegin gen¢ asmalarda Siyah Bacak
Hastalhig’'na yol agan funguslar, Cylindrocarpon-
anamorflari  olarak adlandirilan  toprak  kokenli
funguslardir ve bunlar ¢cogunlukla Grettikleri miselyum,
konidiler veya klamidosporlari aracihgiyla yayilmaktadir.
Diger taraftan Botryosphaeria, Eutypa, Phomopsis
cinslerine bagh tirler, cogunlukla pikniosporlar ya da
peritesyumlardan dogmus askosporlariyla diger asmalari
enfekte etmektedirler. Petri Hastaligi etmenlerinin ise
daha cok asma Uretim materyalleri icerisinde (veya
Uzerinde) eseysiz  mikrokonidileri, bazen de
askosporlariyla genis alanlara yayilabildikleri
bildirilmistir (Halleen ve ark., 2006; Mostert ve ark.,
2006; Urbez-Torres, 2011).

Son 30 vyilda asma govde hastaliklariyla ilgili
arastirmalarin sayisi hizla artmis, bu patojenlerin
biyolojileri aydinlatilmis ve filogenetik ayrimlarla
neredeyse tamaminin taksonomik yerleri belirlenmeye
cahsiimistir. Etiyolojik, taksonomik ve epidemiyolojik
calismalarla birlikte bu hastaliklara neden olan
patojenlerin  micadelesiyle ilgili calismalar da
ylratidlmastlr. Bu galismalar yuratulirken besi yerinde
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ya da dogal substratlarda c¢ogaltilan inokulum farkh
yontemlerle asmalara bulastirilmis ve virilenslikleri
belirlenmistir. Ancak patojenisite ya da cesit duyarhhg
testlerinde bircok arastirmaci farkli inokulasyon
yontemlerini kullanmislardir. Alaniz ve ark., (2007)
ispanya’da Cylindrocarpon tiirlerinin bitki gelisimine
etkilerini  inceledikleri  bir ¢alismada 8 aylik,
koklendirilmis 110-R anacinin koklerini fungal izolatlarin
spor siispansiyonuna daldirarak inokiile etmisler ve 4 ay
sonra kok enfeksiyonlari ve sirglin kuru agirhklarini
incelemislerdir. Burruano ve ark., (2008) italya’nin Sicilya
Bolgesi’'nde yetistirdikleri iki yasindaki Insolina gesidi
asmalarda Lasiodiplodia theobromae’'nin  hastalik
olusturma gicinl test etmislerdir. Topragin 10 cm
Gzerinden govdeye 1-1.5 cm wuzunluk ve 5 mm
derinliginde yaralar agmislar ve bu noktalara fungusun
miselyal agar disklerini inokule ederek 2 ay sonra, odun
dokuda olusan lezyonlari  degerlendirmislerdir.
Baumgartner ve ark., (2013) bir yasindaki Chardonnay
cesidi asma fidanlarinda Diaporthe ve Phomopsis
turlerinin  patojenisite c¢alismalarini  yiriatmuslerdir.
Odunsu govdeye elektrikli matkap ile 2 mm genislik ve 3
mm derinlikte yaralar acarak patojenlerin spor
sispansiyonlarindan 20 pl enjekte etmisler ve
inokulasyondan 1 yil sonra meydana gelen lezyonlari
degerlendirmislerdir. Avustralya’da yapilan diger bir
¢alismada ise Eutypa lata’nin askosporlarindan olusan
suspansiyon, 10 cm uzunlugunda kesilmis asma
kalemlerinin (cesit Shiraz) tepesine mikropipetle
damlatiimis, bu kalemlerin dip kismi polistren kdpuklere
saplanarak platform suda yizdurilmis ve 4 hafta sonra
Ustten dibe dogru, odun dokuda olusan lezyon
uzunluklari 6lgtlmustir (Ayres ve ark., 2011).

Yukarida Ozetlenen ¢alismalardan anlasilacagi gibi asma
govde hastaliklarinin arastirilmasinda farkli patojenler
farkli  yontemlerle inokiile edilmisler ve lezyon
uzunluklari degisik zamanlarda Olcllerek
degerlendirilmistir. Asma govde hastaliklarina neden
olan tirlerden bazilari (Or: Eutypa, Botryosphaeria,
Neofusicoccum) yapay besi yerinde spor Uretebilmeleri
icin 6zel kosullar gerekmekte veya sporulasyon ¢ok uzun
zaman almaktadir. inokulum {retimindeki zorluklarin
yani sira bu funguslar odun dokularda gelistiklerinden,
lezyon olusturmalari icin uzun bir sireye ihtiyag
duymaktadirlar. Denemelerin kisa slirede dogru bir
sekilde  yapilabilmesi  icin  farkh  inokulasyon
yontemlerinin karsilastiriimasi, arastirmalarin amacina
gore uygun bir yontemin segilmesi gerekmektedir. Reis
ve ark., (2019) yazmis olduklari derlemede yukarida
bahsedilen metotlarin yaninda kallus kiltiri ve yaprak
disk inokulasyonlarina da deginmisler ancak oldukca
basit bir metot olan tepeden inokulasyona yer
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vermemislerdir. Bu nedenle Ulkemizde yiritllecek
calismalara katki saglayabilmek icin hem kolay hem de
hizli bir yontemin 6nerilebilmesi amaciyla bu calisma
planlanmistir. Calismada, asma govde hastaliklari ile
yapilacak denemelerde farkl inokulasyon yéntemlerinin
karsilastirilmasi ve arastirmanin icerigine gére en uygun
yontemin 6nerilmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Hastalik etmenleri

Bu calismada Botryosphaeria Geriye Olim, Petri
Hastaligi, Siyah Bacak Hastaligi ve Olii Kol Hastaliklarini
temsilen her bir fungal patojen tiriinden birer izolat
(daha oOnce tanisi ve patojenisitesi yapilmis)
kullanilmistir. S6z konusu fungal patojen tirler, sirasiyla
Neofusicoccum parvum’un Npar2Trs, Phaeomoniella
chlamydospora’nun PchiTrs, Dactylonectria
macrodidyma’nin MBAE255 ve Diaporthe ampelina’nin
Dampl1Trs numarali izolatlarindan olusmustur.

Farkli inokulasyon yéntemleri ile fungal patojenlerin
inokulasyonu

Ksileme enjeksiyon (KSE) yontemi

Bu yontemde, Patates Dekstroz Agar besi yerinde (PDA:
Merck) 10-15 giin sireyle gelistirilen fungal kiltirlerden
10”7 spor/ml konsantrasyonda spor siispansiyonlari
hazirlanmistir. Yapay besi yerinde spor olusturmasi zor

olan tiirlerin piknidyumlari, dogal substratlarindan steril
bisturi ile alinarak 1.5 ml’lik steril tliplerdeki distile suya
(500 pl) birakilmis, oda sicaklhiginda 1 gece bekletildikten
sonra 5-6 dk vortekslenmis ve pikniospor slispansiyonu
elde edilmistir. Ardindan pikniospor yogunlugu yine
Thoma Lami ile 107 spor/ml’ye ayarlanmistir. Bagdaki
asmalardan Ocak ayinda 30 cm uzunlugunda, 4-5 gozli
kalemler kesilmis, bunlar laboratuvara getirilip cesme
suyunda 1 gece tutulmuslardir. Ertesi giin elektrikli bir
matkap ile bogum aralarina 2 mm ¢apinda ve 5 mm
derinliginde delikler agilmig, otomatik mikropipetor ile
her bir delige 10 pl konidiyal veya piknidiyal siispansiyon
enjekte edilmistir (Sekil 1). inokulasyon noktasi
parafilmle sarildiktan sonra dormant kalemler, icerisinde
yetistirme harci (her biri esit hacimde olmak lzere; torf,
talas, kum, perlit ve toprak) bulunan plastik torbalara
dikilmis ve iklim odasinda (25°C sicaklik, %75 nispi nem,
12 saat aydinlik/12 saat karanlik) 2 ay sureyle gelismeye
birakilmistir. Kontrol olarak birakilan dormant kalemlere
sadece steril distile su enjekte edilmistir. inokulasyondan
2 ay sonra dormant kalemler bicakla uzunlamasina
kesilmis, inokulasyon noktasinin i¢ bolgesinde olusan
nekrotik alanlarin uzunluklari 6l¢ilmustir. Denemede
her bir patojen igin tesadif parselleri deneme deseninde
4 tekerrirll bir deneme kurulmus ve her bir tekerrirde
3 kalem olmak U(zere toplam 12 asma kalemi
kullanilmistir.
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Sekil 1. Dormant asma kalemlerinde pafojeinin ksileme enjeksiyonu (Baumgartner ve ark., 2013)
Figure 1. Injection of pathogen into xylem of dormant grapevine cuttings

Yesil siirgiine disk (YSD) inokulasyonu yéntemi

PDA besi yerinde 10-15 giin siireyle gelistirilen fungal
izolatlarin miselyal agar diskleri, Mayis ayinda asmalarin
yesil sirglinlerine uygulanmistir. Arazi kosullarinda
gerceklestirilen bu uygulamada Kober 5BB/Prima ¢esidi
asmalarin ortalama 1 cm capindaki yesil strglnlerine,
steril bisturiile 0.5 cm ¢apinda ylzeysel ¢izikler yapilarak,
bu bélgelere miselyal agar diskleri yerlestirilmis ve etrafi
parafilm ile sarilmistir. inokulasyon, asmalardaki dip
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gozlerden yaklasik 25-30 cm uzakhktaki bir noktada
yapilmistir. Her bir patojen igin farkli omcalar segilmis ve
bir omcadan 4 ayri yesil slirgin inokile edilmistir (Sekil
2). Her slrgln bir tekerriir olarak kabul edilmis ve
tesaduf bloklari deneme deseninde 4 tekerrirli bir
deneme yiritilmistir. Kontrol olarak ise vyesil
surglinlere sadece fungal kiltlir icermeyen agar diskleri
inokule edilmistir. Bu islemden 2 ay sonra inokulasyon
noktasindaki parafilm agcilip silirglin Gzerinde olusan
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nekrotik  lezyonlarin  uzunluklari

Olclilmis

ve

kaydedilmistir.

Sekil 2. Yesil stirglinlere miselyal agar disk inokulasyonu (RawnsIéyI ve ark., 2004)
Figure 2. Mycelial agar disc inoculation to green soots

Kalemlere tepeden disk (KLTD) inokulasyonu yéntemi

Bu yontemde, dormant asma kalemleri dipten ve
tepeden kit kesilmis, tepe kismina miselyal agar disk
yerlestirilerek stre¢ film ile sarilmistir. Kalemlerin dip
kismi strafor-képuk plakalara saplandiktan sonra su dolu
kiivetlerde ylzdirilmis ve klima odasinda blyimeye
birakilmistir - (Sekil 3). Durgun sudaki mikrobiyal
kontaminasyonu oOnlemek ve oksijeni tazelemek igin
kiivetlerdeki su glin asiri degistirilmistir. Kok, slirglin ve

yaprak olusturan asma kalemleri bu sekilde 2 ay sireyle
blyutildikten sonra tepedeki stre¢ film acilmis,
kalemler boylamsal olarak bigakla kesilmistir. Tepeden
dibe dogru olusan igsel lezyonlar cetvelle olgilerek
kaydedilmistir. Kontrol olarak tertip edilen kalemlerin ug
kismina ise sadece fungus icermeyen agar diskleri
yerlestirilmistir. Her bir patojen icin 12 dormant kalem
kullanilmis, 4 tekerriir olusturulmus, her tekerrirde 3
kalem yer almistir.

Sekil 3. Dormant kalemlere tepeden miseliyal disk inokulasyonu (Ayres ve ark.; .2011)
Figure 3. Mycelial agar disc inoculation to the tops of dormant cuttings

Kabuk altina disk (KAD) inokulasyonu yéntemi

Kabuk altina miselyal disk inokulasyonunda, dormant
kalemlerdeki bogum aralari, 5 mm ¢aph mantar delici ile
yaralanarak kabuk ¢ikarilmistir. Bu noktaya patojenlerin
miseliyal agar diskleri yerlestirilmis ve etrafi parafilm ile
sariimistir (Sekil 4). inokule edilen kalemler, icerisinde
yetistirme harci bulunan posetlere dikilmis ve iklim
odasinda 2 ay stireyle buyutilmuslerdir. Daha sonra
inokulasyon boélgesi bicakla dikkatlice kazinarak odun
doku tizerinde olusan lezyonlarin uzunluklari 6l¢tilmis ve
kaydedilmistir. Bu yontemde toplam 12 kalem (4
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tekerrirld, her tekerriirde 3 kalem) kullanilmigtir.

Deneme deseni ve istatistik analiz

Calismanin vyesil sirglne disk inokulasyonu bolimi
tesadiif bloklari, diger inokulasyon y&ntemlerinin
uygulandigi boélimler ise tesadif parselleri deneme
desenine gore kurulmustur. Dokularda meydana gelen
lezyon  uzunluklarina  varyans analizi  yapilmis,
ortalamalar arasindaki farklar LSD testine gore %5’lik
hata pay! ile degerlendirilmistir (Gomez ve Gomez,
1984).
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Sekil 4.

Kabuk altina miseliyal agar disk inokulasyonu (Sosnowski ve ark., 2005)

Figure 4. Under-bark mycelial agar disc inoculation

BULGULAR ve TARTISMA

Farkli inokulasyon yéntemlerinin karsilastiriimasi
Asmalarda 610 kol etmeni Diaporthe ampelina’nin asma
bitkilerinde olusturduklari lezyonlarin uzunluklari, test
edilen inokulasyon yontemlerine bagli olarak istatistiksel
olarak farkliliklar géstermistir. En blyik lezyon uzunlugu
ortalama 72.2 mm ile yesil slirgine miseliyal agar disk
inokulasyon yodnteminden elde edilirken bunu 57.8
mm’lik ortalama lezyon wuzunluguyla kabuk altina
miseliyal agar disk inokulasyonu takip etmis ve en uzun
lezyon olusturan ikinci uygulama olmustur. Ksileme
enjeksiyon ve kalemlere tepeden agar disk
yontemlerinde en disik lezyon uzunlugu (sirasiyla 35.8
mm ve 33.8 mm) saptanirken, bu uygulamalar arasinda
istatistiki olarak fark saptanmamistir (Sekil 5).

Fidanlar ve gen¢ asmalarda siyah bacak hastaligina yol
acan Dactylonectria macrodidyma dormant patojeni
asma kalemlerine inokule edildikten 2 ay sonra en uzun
lezyon olusumu ksileme enjeksiyon yonteminde (23.0
mm) gozlenirken, bu yontem ile kabuk altina miseliyal
agar disk inokuasyon yontemi  (13.4 mm) istatistiki
olarak ayni grupta yer almistir. En diislik lezyon uzunlugu
Kalemlere Tepeden Agar Disk ve Yesil Siirglinlere Agar
Disk inokiilasyon yontemlerinde (12.0 mm ve 11.3 mm)
saptanmistir (Sekil 5).

Phaeomoniella chlamydospora ile asma dokularina
yapilan farkli inokulasyonlarda, D. macrodidyma’da
oldugu gibi en uzun lezyon uzunlugu, ksileme enjeksiyon
yonteminde (66.1 mm) elde edilmis ve bu yontemi
kalemlere tepeden agar disk inokulasyon yontemi (43.2
mm) takip etmistir. Bu patojenin inokllasyonundaki en
disiuk lezyon uzunlugu vyesil slrginlere agar disk
inokiilasyonu ve kabuk altina miseliyal agar disk
inokiilasyonu yontemlerinde (21.8 mm ve 20.3 mm)
saptanmis, ancak bu uygulamalar arasinda istatistiksel
anlamda bir fark saptanmamistir (Sekil 5).
Neofusicoccum parvum’un asma dokularina dort farkh
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sekilde inokile edilerek, patojenin 2 ay sireyle inklbe
edilmesiyle, istatistiksel olarak yine farkl lezyon
uzunluklari elde edilmistir. Bu yontemler icerisinde en
uzun lezyon uzunlugu 51.5 mm ile kabuk altina miseliyal
agar disk inokulasyonu yonteminde elde edilmistir. Buna
karsin en kisa lezyon uzunlugu 17.8 mm ile kisleme
enjeksiyon yonteminde elde edilmistir. Yesil siirglinlere
agar disk ile kalemlere tepeden agar disk inokilasyon
yontemlerinde asma dokularinda birbirine yakin lezyon
uzunluklari (sirasiyla 41.5 ve 42.7 mm) elde edilmis ve
her iki yontem istatistiksel olarak ayni grupta yer almistir
(Sekil 5). Tum denemelerde steril agarin inokule edildigi
kontrol uygulamalarinda gergek anlamda herhangi bir
lezyon olusmazken, uygulamalarin birbiri ile olan
farklarini ortaya koymak igin kontrol degerleri varyans
analizlerine alinmamustir.

Neofusicoccum parvum’un asmada odun dokusunda ve
yesil sirgunlerde kolaylikla gelisip ilerleyen bir tir
oldugu, salgiladigi cesitli toksinlerle doku 6limlerine ve
sonrasinda kahverengi lezyonlara neden oldugu
bildirilmistir (Abou-Mansour ve ark., 2015). Kurt ve ark.
(2020) tarafindan yapilan calismada Botryosphaeriaceae
familyasina bagh bir diger 06nemli tir olan
Botryosphaeria dothidea’nin ceviz agaclarinda govde
kanseri hastaligina neden oldugu, hastalikli bitkilerden
elde edilen izolatlarin saglkli ceviz agaglarindan kesilen
1.5-2 cm ¢apli ve 20 cm uzunlugundaki dallarina yapilan
disk inokulasyon yontemi sonucunda tipik hastalik
belirtileri  olusturdugu, inokulasyon noktalarindan
patojenin yeniden basarili bir sekilde elde edildigi
bildirilmistir. Yine Botryosphaeriaceae familyasina bagli
tirlerin iletim demetlerinde miselyum halinde ilerledigi
ancak bitki materyallerinin dis ylizeyinde piknidyum
olusturdugu bilinmektedir. Bu olayda ise doku disindaki
oksijen miktari ve 1sigin etkili oldugu bildirilmektedir
(Burgess ve ark., 2005). Calismada N. parvum izolatinda
en uzun lezyon uzunlugunun, kabuk altina yapilan
inokulasyonlarda meydana gelmesinin bu olaylarla iliskili
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olabilecegini gostermektedir. Nitekim Amponsah ve ark.
(2008), Botryosphaeriaceae tiirlerini sporlandirmak igin
yaptiklari  bir ¢alismada, inokule edilmis vyesil
surglinlerden 12-14 giin sonra piknidyum elde edildigini
ve bu yontemin laboratuvar sartlarinda cesitli besi
ortamlarinda yapilanlara gére daha verimli oldugunu
ifade etmislerdir. Arazi kosullarinda yesil slrglinlere
yapilan inokulasyon, kabuk altina yapilan inokulasyona
gore daha kisa lezyonlar olusturmustur. Bu olay yesil
surglinlerin patojene olan dayanikliligi ile ilgili olabilir.
Srivastava ve ark. (2013) asma dokularinda sentezlenen
fenolik bilesiklerin, laboratuvar kosullarinda
Botryosphaeriaceae tirlerinin gelisimini baskiladigini
bulmuslardir. Bu bilesikler patojendeki laccase ve
pektinaz enzimlerinin  olusumunu azaltarak, bu
turlerdeki miseliyal biyimeyi olumsuz etkilemistir. Yesil
surglinlerdeki fenolik madde miktarinin, odunsu
dokulardakine gore daha yiksek diizeyde oldugu goz

Diaporthe ampelina

72.2c
’Eﬂ 80 57.8b
= 338a 35.8a I
N E 30
-]
c E
o
&
S 0 KD

Phaeomoniella chlamydospora

_ 80 66.1c
plelo]

2 60 432 b
SEY 2032 2182

=20

e l |

- YSD  KLTD

onitnde bulundurulursa, lezyon uzunlugunun neden
daha kisa olduguna acikhk getirilebilir. Kalemlere
tepeden agar disk inokulasyonu yonteminde, kabuk
altina yapilan miseliyal agar disk inokulasyonu
yontemine gore daha kisa lezyon wuzunlugu elde
edilmistir. Amponsah ve ark., (2012) Neofusicoccum
luteum ile inokule edilen asma kalemlerinde, patojenin
dokulardaki ilerleyisini arastirmiglar ve akropetal
yondeki ilerleyisin bazipetal yone gore daha hizh
oldugunu tespit etmislerdir. Elde ettigimiz sonuglarin bu
olayla iliskili oldugu duslinilmektedir. Ancak patojenin
ksileme inokulasyonunda yine akropetal tasinma stz
konusu olsa da, 2 mm’lik matkap tiginin actigi yaraya
ancak  dusik  miktarda  piknidial  slispansiyon
koyulabilecektir. Denemelerde ksileme enjeksiyon
yonteminde en kisa lezyon uzunlugunun elde edilmesi
buna baglanabilir.
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Sekil 5. Farkh inokulasyon yontemleriyle dormant kalemler ve yesil siirgiinlerde 6lgilen lezyon uzunluklari (mm).
KAD: Kabuk altina disk, YSD: Yesil Stirgiinlere Disk, KLTD: Kalemlere Tepeden Disk, KSE: Ksileme Enjeksiyon
yontemleri
Figure 5. Lesion lengths measured on dormant cuttings and green shoots with different inoculation methods (mm).
KAD: Mycelial discs under-bark of the cuttings, YSD: Mycelial discs on the green shoots, KLTD: Mycelial disc
on the top of cuttings, KSE: Xylem injection into the cuttings

Dactylonectria cinsi funguslarin s6z konusu oldugu
durumlarda ksilem enjeksiyonu ydnteminde en uzun
lezyon uzunlugunun elde edilmesi, patojenin daha ¢ok
iletim demetlerinde faaliyet gostermesi ile iliskili olabilir.
Dactylonectria cinsinin, filogenetik agidan Fusarium cinsi
funguslarla yakin oldugu, bol miktarda makro ve
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mikrokonidi Urettikleri bildirilmistir (Booth ve Stover,
1974). Uretilen mikrokonidilerin su hareketi ile iletim
demetleri icerisinde akropetal yonde tasinmasi
sayesinde, ksileme enjeksiyon ile en uzun lezyon
uzunlugu elde edilmesi acgiklanabilir. Bu patojenle, kabuk
altina ve kalemlere tepeden agar disk inokulasyonu
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yonteminin ksilem enjeksiyonu yontemi kadar basaril
olmamasinin  yine bu olayla iliskili  oldugu
distnilmektedir. Ayrica, Dactylonectria
macrodidyma’nin arazi kosullarinda yesil surginlere
inokule edilmesiyle en kisa lezyonlarin dlgtlmesi yine
konukgunun fizyolojik durumuyla baglantili olabilecegini
akla getirmektedir.

Phaeomoniella chlamydospora ile yapilan inokulasyon
calismalarinda, 2 aylk sirede en wuzun lezyon
uzunlugunun elde edildigi yontem yine ksileme
enjeksiyon yontemi olmustur. Bunun nedeninin yine
Dactylonectria macrodidyma’da aciklanan nedenlerle
baglantili olabilecegi duslintlmektedir. Ancak
Phaeomoniella chlamydospora patojeni kabuk altina
inokule edildiginde ortalama lezyon uzunlugunun en
fazla 20.3 mm olarak 6lgilmesi, etmenin yavas gelisimi
ile iligkili olabilir. Crous ve Gams (2000), ylrattikleri bir
calismada P. chlamydospora’nin malt extrakt agar
Uzerinde 25°C sicaklik ve 8 glinlik inkiibasyon sonunda
5-6 mm’lik koloni capi olusturdugunu bildirmislerdir.
Dolayisiyla ¢alismada elde edilen odun dokusu
Uzerindeki en fazla 20.3 mm’lik lezyon uzunlugu kabul
edilebilir seviyededir. Kalemlere tepeden agar disk
inokulasyon yontemi ile elde edilen lezyon uzunlugunun
ksileme enjeksiyon ybnteminden sonra gelmesi,
patojenin Urettigi cok kiigiik boyutlardaki mikrokonidiler
nedeniyle olabilecegi ve bazipetal yonde tasinmasina
olanak saglanabilecegi diistinllmektedir.

Diaporthe ampelina’da ise en ¢gabuk ve bariz sonug veren
yontem, yesil strgline miseliyal agar disk inokulasyon
yontemi olmustur. Bilinildigi Gzere bu tlrlin arazi
kosullarindaki ilk enfeksiyonlari, surginlerin 3-5 cm
oldugu dénemden baslamakta ve siirgiin kabugunun
odunlagsmasina  kadar devam  etmektedir. D.
ampelina’'nin yesil sirglinlerde hizli gelisimi patojenin
dogasiyla iliskili olabilir. Son yillarda Diaporthe cinsinin
asma govde hastaliklari patojenlerine dahil edildigi
gorilse de bircok kiltur bitkisinde bu funguslar meyve
sap ucu ¢lirikligine de neden oldugu bildirilmistir (Lim
ve ark., 2019). Buna dayanarak bu patojenlerin daha ¢ok
su icerigi yiksek, gevrek dokularda faaliyete basladigl
dislnilmektedir.

Bu calismada farkli fungal patojenlerin asma bitkilerinde
farkli sekilde inokule edildiginde degisik lezyon
uzunluklarina ulasilabilecegi ve yilin her mevsiminde
patojenisite  testlerinin  rahatlikla  yapilabilecegi
dogrulanmistir. Odun dokusu ya da toprak kokenli
patojen olup olmadigina bakilmaksizin, tim patojenler
Prima ¢esidi asma kalemlerinde ya da yesil sirglinlerinde
lezyonlar olusturmustur. Her patojen icin tertip edilen
kontrol uygulamalarinda, steril agar inokule edilen
bolgelerde az da olsa renk degisiklikleri gorilirken
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bunlarin gercek lezyonlar olmadigi anlasiimistir.
Patojenisite testinden baska, cesit duyarliligl veya sicak
su uygulamalari Uzerine yapilacak arastirmalarda bazi
yontemlerin daha uygun, bazilarinin ise pek uygun
olmadigi ve fungus tlrlerinin dogasina gore inokulasyon
yontemlerinin  tercih edilmesi gerektigi kanisina
variimistir. Ozellikle mikrokonidi olusturan tirler igin
ksileme enjeksiyon yonteminin daha gercekei sonuclar
verecegi dustnllmektedir. Kalemlere tepeden disk
inokulasyon yontemi, sinirli alanda ¢ok sayida deneme
kurma olanagi sunmakta ve bu yontem sayesinde ¢ok
sayida izolatin veya asma cesidinin test edilebilecegi
aciga cikmaktadir.

OzZET

Amag: Asma govde hastaliklari, bircok fungal bitki
patojeninin neden oldugu kompleks hastaliklardir. Bu
cahismada dort farkh hastaligi (Petri ve Siyah Bacak
Hastaligi, Botryosphaeria ve Phomopsis Geriye Oliim
Hastaliklari) temsil eden bazi fungal patojenler icin en
uygun inokulasyon yonteminin saptanmasi
amaclanmustir.

Yéntem ve Bulgular: Phaeomoniella chlamydospora,
Dactylonectria macrodidyma, Neofusicoccum parvum ve
Diaporthe ampelina turi funguslar dormant asma
kalemlerine veya yesil sirglinlere farkli yontemlerle
inokule edilmislerdir. Dormant kalemlere uygulanan
yontemler; a) kabuk altina miselyal agar disk
inokulasyonu, b) tepeden agar disk inokulasyonu, c)
ksileme enjeksiyon yontemi ve d) yesil siirgiinlere agar
disk inokulasyonudur. Patojenlerin kalemler ve yesil
surglinlere inokulasyonunu takiben 2 ay sireyle
gelismelerine izin verilmis ve sonra dokularda olusan
lezyon uzunluklari oOlgllmistir. Sonuclara goére tiim
patojenler tim inokulasyon yontemleriyle, hem
dormant kalemler hem de yesil sirginler lzerinde

lezyonlar meydana getirmis ancak olgllen lezyon
uzunluklart  kullanilan  yéntemlere goére farkhlik
gostermistir. En uzun lezyonlarin olustugu patojen ve
inokulasyon metodu eslesmesi su sekilde
gerceklesmistir; Diaporthe ampelina igin yesil sirgline
miseliyal agar disk inokulasyonu (72.2 mm), D.
macrodidyma ve P. chlamydospora igin ksileme

enjeksiyon (sirasiyla 23.0 ve 66.1 mm) ve Neofusicoccum
parvum igin kabul altina miseliyal agar disk inokulasyonu
(51.5 mm).

Genel Yorum: Asmalarda fungal govde hastaliklarinin
arastirlmasinda birgcok arastirmaci tarafindan farkl
inokulasyon yontemleri kullanilsa da, patojenisite
testlerinin bu c¢alismada denenen yontemlerden
herhangi biri ile yapilabilecegi ortaya koyulmustur. Cok
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sayida spor Ureten tirlerle yapilan ¢alismalarda, ksileme
enjeksiyon yonteminin daha makul sonuglar verecegi
goralmdastlir. Miselyal gelisimi glicli ve piknit treten
turler icin ise kabuk altina ya da tepeden agar disk

inokulasyon yontemlerinin daha uygun oldugu
anlasiimistir.

Calismanin  Onemi ve Etkisi: Bir arastirmada,
inokulasyon yonteminin  se¢cimi o arastirmanin

sonuclarini dogrudan etkilemektedir.
sonuglarinin, asma govde hastaliklari ile yapilacak
arastirmalarda uygun bir inokulasyon ydnteminin
secimine yardimci olabilecegi diistintilmektedir.

Bu c¢alismanin

Anahtar Kelimeler: Asma, Dactylonectria nacrodidyma,
Diaporthe ampelina, Neofusicoccum parvum,
Phaeomoniella chlamydospora.
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