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Bu calisma ile farkli {iziim anaglarinin dormant geliklerinde bulunan endofitik ve patojen funguslarin belirlenmesi,
morfolojik ve molekiiler olarak tanimlanmasi amaglanmgtir. Caligmada bitkisel materyal olarak Tokat ilinde bulunan
standart sofralik liziim ¢esitleri (19 adet), yoresel {iziim ¢esitleri (18 adet), Narince iiziim ¢esidine ait klonlar (22 adet), 4
anag¢ lzerine asili Narince ¢esidi ve 11 Amerikan asma anacinin dormant gelikleri kullanilmistir. Celiklerin i¢
dokularindan mikolojik izolasyon islemleri yapilmis ve tek spor kiiltiirleri elde edilmistir. Funguslar hem klasik hem de
molekiiler yontemlerle tanilanmistir. Saflastirilan izolatlardan DNA ekstraksiyonu, PCR ve gen sekanslama islemleri
sonucunda 23 adet endofitik tiir ve 7 adet de patojenik tiir saptanmistir. Tokat ilinde yetistirilen baglarda Alternaria
alternata, Aureobasidium pullulans, Cladosporium cladosporioides, Penicillium tirleri en yaygin bulunan tiirlerdir.
Endofitik funguslarin bitki biinyesindeki varlig1 iizim ¢esitlerine ve anaglara gore degisebildigi, bazi fungus tiirlerinin
sadece belirli ¢esitlerde bulundugu (Topbas iiziim ¢esidinde Aspergillus sp.; Misket Cavus cesidinde Neosetophoma
italica; Harmony anacinda Acremonium aegyptiacum ve 1616 C anacinda Fusarium acuminatum) belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Vitis vinifera L., izolasyon, molekiiler, genbank

INVESTIGATION OF DORMANT VINE
FUNGUES

SCION IN TERMS OF ENDOPHITIC AND PATHOGENIC

ABSTRACT

In this study, it was aimed to determine the endophytic and pathogenic fungi found in dormant cuttings of different grape
rootstocks and to define them morphologically and molecularly. In the study, dormant scions of standard table grape
varieties (19) in Tokat, local grape varieties (18), clones of Narince grape cultivar (22), Narince cultivar grafted on 4
rootstocks and 11 grapevine rootstocks were used as plant material. Mycological isolation processes were performed from
the inner tissues of the cuttings and single spore cultures were obtained. Fungi have been identified by both classical and
molecular methods. As a result of DNA extraction, PCR and gene sequencing from the purified isolates, 23 endophytic
species and 7 pathogenic species were determined. Alternaria alternata, Aureobasidium pullulans, Cladosporium
cladosporioides and Penicillium species are the most common species in the vineyards grown in Tokat province. It has
been determined that the presence of endophytic fungi in the plant may vary according to grape cultivars and rootstocks,
and some fungal species are only found in certain cultivars (Topbas grape cultivar-Aspergillus sp.; Misket Cavus cultivar
Neosetophoma italica; Harmony rootstock Acremonium aegyptiacum and 1616 C rootstock Fusarium acuminatum).

Keywords: Vitis vinifera L., isolation, molecular, genbank

GIRIS

Uziim vyetistiriciliginde sorun olan fungal
hastaliklarin basinda Kiilleme (Erysiphe necator),
Mildiy6 (Plasmapara viticola), Kursuni kiif (Botrytis
cinerea), Olii kol (Phomopsis viticola), Antraknoz
(Elsinoe ampelina), Kav (ESCA Sendromu) Kangren
(Botryosphaeriaceae spp.) ve Eutypa Geriye Oliim
hastaliklar1 gelmektedir. Bu hastaliklarla zamaninda
miicadele yapilmadiginda ciddi iriin kayiplari
yasanmaktadir [24]. Herhangi bir iiziim ¢esidi veya
asma anac1 vejetatif olarak (kok, govde, yaprak vb.)

cesitli tekniklerle ¢cogaltildiklarinda genetik yapilar
aynen korunurken c¢ogaltim materyalinin i¢inde var
olan etmenler de (viriis, bakteri, fungus vb.)
cogaltilmis olan bitkilere ge¢mektedir. Bagcilikta
cogaltma materyali ile gegebilecek birgok hastalik ve
zararli olabilir. Bunlar viriisler [16], filoksera [13],
nematodlar [35], asma uru (Rhizobium vitis) 9, 37,
57], Botryosphaeriaceae funguslart [3], Petri
hastalig (Phaeomoniella chlamydospora,
Phaeoacremonium spp., Cadophora luteo-olivacea)
ve Karabacak hastaligi (Cylindrocarpon anamorflart)
sayilabilir.

*Sorumlu yazar / Corresponding author: arife.yagci@tarimorman.gov.tr
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Mikolojide simdiye kadar tanimlanmis 125.000
civarinda fungal tiir olmasma ragmen, heniiz
tanimlanmamisg  1.500.000’den fazla fungal tiir
oldugu [20, 28], baz1 mikologlara gore fungal
biyogesitlilik igerisinde endofitlerin genis bir yer
kapladig1 [5, 6], bunlarin 20 binden fazlasinin ise
bitkilerde enfeksiyon olusturdugu diistiniilmektedir
[20, 28]. Kiiltiir bitkilerinde hastaliklara neden olan
ve ciddi kayiplarinin yasanmasina sebep olan bitki
patojeni  funguslar da Onemli bir grubu
olusturmaktadir [21, 42].

Endofit funguslar tarafindan bitkilerin sekonder
metabolit  {iretmeleri  saglanabilmektedir.  Bu
endofitik funguslari tip, tarim ve endiistri gibi dnemli
alanlarda  genis  bir  kullannom  potansiyeli
saglamaktadir [52]. Genel olarak her bitkide
bulunmalari, biyolojik miicadelede etkin sekilde
kullanilabilme olasiliklari, bu mikroorganizmalara
verilen 6nemi giin gegtikge artirmaktadir [10].

Tarim alanlarinda pestisit kullammi  dogal
dengenin bozulmasina ve c¢evre kirliligine neden
olmaktadir. Dogal dengenin bozulmasi insan
sagligin1 dogrudan ve dolayli olarak etkilemektedir.
Ayrica kullanilan pestisitlere karst zamanla hastalik
ve zararlilarda dayanikliligin ortaya ¢ikmasi kimyasal
miicadelenin zayif yonlerinden biri olarak karsimiza
cikmaktadir. Ozellikle ilaglara kars1 dayaniklilik
problemi insanlar1 alternatif miicadele metotlarina
yoneltmektedir [17]. Bu miicadele yontemlerinin
basinda Biyolojik Miicadele Etmenlerinin (BME)
kullanilmas1 son zamanlarin en popiiler konularindan
biridir [10].

Diinyanin bir¢ok yerinde endofitik funguslar ile
ilgili caligmalar yapilmaktadir. Caligmalar yapildikca
yeni endofitik tiirler belirlenmekte ve ozellikleri
ortaya konulmaya ¢alisilmaktadir. Son yillarda
belirlenen endofitiklerin kiiltlir bitkilerinde sorun
olan patojenlere karsi kullanim olanaklar1 yoniinde
caligsmalar artmistir. Bugday, misir, elma, avokado,
sogan, {iziim gibi ¢ok sayida kiiltiir bitkisinde
caligmalar yapilmis ve yapilmaya devam etmektedir.
Bu tiir calismalarda 6rnegin asma i¢in sorun olan
gbovde hastaliklari, kursuni kiif, mildiyd, kiilleme vb.
konularda endofitik tiirlerin biyolojik miicadele
etmeni olarak rolleri aragtirilmaktadir. Acremonium,
Alternaria, Aurebasidium, Epicoccum ve Fusarium
tiirleri biyolojik miicadelede oldukga fazla kullanilan
endofitik funguslardir.

Diinyanin farkli yerlerinde baglarda endofitik ve
patojenik funguslar {izerine c¢alismalar yapilmistir.
Bunlardan Phillips [44] Polonya’da; Krol [33] ile
Urbez-Torres [55] Kaliforniya’da; Gramaje vd. [26]
Ispanya’da; Kaliterna vd. [30], Hirvatistan’da;
Arzanlou vd. [7] Kuzey Iran’da; Fischer vd. [48]
Almanya’da; Oliveira vd. [40] Portekiz’de;
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Raimondo vd. [48] Italya’da; Casieri vd. [14],
Isvigre’de; Gonzalez ve Tello [23] Ispanya’da;
Hergholi vd. [29] Iran’da; Giambral vd. [22],
Italya’da; Varanda vd. [56] Portekiz’de endofitlerle
ve bitki saglig1 iliskilerini incelemiglerdir.

Ulkemizde ise patojen ve endofitik funguslarin
belirlenmesine yonelik smirli  sayida caligma
mevcuttur. Bugiine kadar Poyraz [46] Ege bolgesinde
asma fidanlilarinda; Akgiil vd. [2] Izmir ve Manisa
illerinde Sultani Cekirdeksiz liziim ¢esidi ile kurulu
baglarda; Celik [19], Malatya ilindeki bag
alanlarinda; Goriir [24], Tarsus, Manisa, Tokat
bolgesinde yetistiriciligi  yapilan Prima {iziim
cesidinde; Giiler ve Akglil [27], Tarsus bag
alanlarinda; Ozben [41], Ankara, Bursa, Erzincan,
Manisa, Tekirdag, Tokat ve Yalova’da; Yildiz [59]
ise Ege Bolgesinde asma fidanliklarindaki Karabacak
Hastalig1 ile ilgili ¢alismalar yiirtitiilmistiir.

Bu ¢aligmada bitkisel materyal olarak Tokat ilinde
yetistirilen standart sofralik tizlim gesitleri (19 adet),
yoresel iliziim c¢esitleri (18 adet), Narince T{iziim
cesidine ait klonlar (22 adet) ve asili-asisiz bazi
Amerikan asma anaglarindaki endofitik ve patojenik

floranin  morfolojik ve  molekiiler  olarak
tanimlanmasi amacglanmistir.
MATERYAL VE METOT

Calisgmada kullanilan bitkisel materyaller Tokat
Gaziosmanpasa Universitesi Uygulama ve Arastirma
Merkezinde ve Orta Karadeniz Gegit Kusagi
Tarimsal Arastirma Enstitiisii arazisinde bulunan
koleksiyon baglarindan alinmistir. Kullanilan bitkisel
materyaller: 19 adet Standart sofralik {iziim g¢esidi
(Alphonse Lavallée, Cardinal, Crimson Seedless,
Flame Seedless, Horoz Karasi, Italia, Lival,
M.Palieri, Mevlana, Prima, Red Globe, Royal,
Sultani Cekirdeksiz, Superior Seedless, Tekirdag
Cekirdeksiz, Trakya Ilkeren, Victoria) (1.grup); 18
adet Yoresel liziim c¢esidi (Aktas Cavus, Alesiit,
Bekiroglu, Bludi, Boduroglu, Disi Eldas, Fenerit,
Horoz pasa, Izabel, Kara iiziim, Keten Gomlek,
Meme Uziimii, Misket Cavus, Narince, Patlak Kara,
Renkli Cariksiz, Topbas) (2.grup); 22 adet Narince
lizim ¢esidine ait klon (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22) (3.grup); 8
adet asili asmalarin gesit ve dip siirgiin ¢elikleri
(Narince/1103 P, Narince/5 BB, Narince/110R,
Narince/41 B kombinasyonlarina ait) (4.grup) ve 10
adet Amerikan asma anacidir (140 Ru., 110 R, 1103
Paulsen, 41 B, Fercal, 1613 C, 1616 C, 5 BB ve 44-
53) (5.grup).

Kalemler ve celikler dinlenme doéneminde
almmistir. Alinan ¢elikler Tokat Gaziosmanpasa
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii
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Bagcilik laboratuvara getirilerek ¢cesme suyu ile iyice
yikanmis ve fazla suyun siiziilmesi i¢in 1 saat oda
sicakliginda  bekletilmistir. Daha sonra her
kombinasyona ait celikler demetler halinde baglanip
etiketlenmistir. Etiketlenmis gelikler siyah polietilen
materyal ile sarilarak tekrar etiketlenerek analiz
yapilincaya kadar buzdolabinda (+4°C’de) muhafaza
edilmistir.

Izolasyon islemleri Brum vd. [12], Kaliterna vd.
[30], Cosoveanu vd. [15], Gorir ve Akgil [25]
tarafindan uygulanan yontemlere gore yapilmistir.
Bagdan kesilen ve buzdolabinda muhafaza edilen
asma kalemlerinin {ist ve alt kisimlari kesilerek 15 cm
boyunda kalemler hazirlanmistir. Kesilen bu kalemler
%?2’lik sodyum hipoklorit soliisyonunda 3 dakika
bekletilerek yiizeysel sterilizasyon islemi sonrasi yan
yana konulmus 3 adet 1 litrelik behere konulan steril
distile su i¢inde 3’er dakika sira ile bekletilmis ve
durulandiktan sonra steril kurutma kagitlarina
konularak kurutmaya birakilmustir. izolasyonlar igin,
icinde streptomycin siilfat antibiyotigi (150 mg/L)
bulunan PDA (Patates Dekstroz Agar) besi yeri
kullanilmustir. Yiizeysel sterilizasyon islemi biten ve
distile saf su ile yikanan kalemlerin dis kabuk
kisimlar1 steril bisturi/falgata/budama makasi ile
soyulmus i¢indeki odun kismindan 1-2 mm
kalinliginda diskler kesilmistir. Kesilen diskler 9 cm
capinda ve iginde PDA bulunan her bir gesit igin 6
adet Petri’lere 7’ser adet ekilmistir. Ekim sonrasi
petrilerde  koloni  gelisimi  i¢in  inkiibatore
konulmustur (25°C). Her bir petri iginde gelisen
koloniler 7-10 giin sonra sayilmis ve not edilmistir.
Funguslar1 saflastirmak amaciyla, kolonilerden sivri
bir bisturi ile kesitler alinmig ve PDA besi yerlerine
tekrar ekimleri yapilmustir. Petrilerde  klasik
tanimlama i¢in koloni morfolojisi ve mikroskobik
ozellikler incelenmis ve kaydedilmistir. Endofitik
izolatlarin molekiiler tanisinda DNA ekstraksiyonu
Nejat vd. [39]’a gore; molekiiler tanida her bir izolat

icin ITS gen (ITS4 ve ITS5) bolgesinden PCR
yapilmistir.  Molekiiler  ¢aligmalar ~ Cukurova
Universitesi ~ Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma

Boliimii’ne ait Mikoloji Laboratuvarinda yapilmustir.
Jel tizerinde goriintiilenen DNA 6rnekleri hizmet
alimi yoluyla sekanslatilmis ve her bir gen bdlgesi
icin niikleotid dizileri elde edilmistir. Elde edilen
diziler NCBI-BLAST analiziyle NCBI gen
bankasinda kayith diger ftiirlerin dizileriyle
karsilastirilmis ve benzerlik oranlarina gore tiir tanisi
tamamlanmustir. Niikleotid dizilerinin gen bankasina
kaydedilmesiyle NCBI kayit numarasi alinmigtir.

BULGULAR VE TARTISMA

Tokat ilinde bulunan standart sofralik iiziim
cesitleri, yoresel Uliziim cesitleri, Narince {iiziim
cesidine ait klonlar, farkli anaclara asili Narince tiziim
cesidi ve asma anacglarina ait kalemler/celikler
buzdolabindan c¢ikarilip yontemine uygun olacak
sekilde izolasyon iglemleri yapilmstir. Islem

basamaklar1 Sekil 1’de gosterilmistir.

Cl
Sekil 1. a) Dokularin PDA besi yerine ekimi, b)
Koloni gelisimi, ¢) saflastirma i¢in 6rnek alimu,
d) saf kiiltiir eldesi
Figure 1. a) Put in to tissues in PDA medium, b)
colony growth, ¢) sampling for purification, d)
obtaining pure culture

Dormant kalem ve celiklerin i¢ dokularindan
yapilan izolasyonlar sonucunda, Ascomycota ve
Basidiomycota subesine bagli 24 farkli cins igerisinde
yer alan 30 farkh tiirde funguslar elde edilmistir.
Izolatlarin klasik tanist Barnett ve Hunter [8] ve
Arzanlou vd. [7]nin belirttigi o6zelliklere gore
yapilmistir. Buna gore; Acremonium, Alternaria,

Aspergillus, Athelia, Aureobasidium,
Botryosphaeria, Cadophora, Cerrena,
Cladosporium, Cytospora, Diatrype, Epicoccum,
Fusarium, Neonectria, Neosetophoma,
Oidiodendron,  Paraconiothyrium,  Penicillium,
Phoma, Pseudogymnoascus, Sarocladium,

Stemphylium  Steril beyaz basidiomycetes ve
Truncatella cinslerine ait tiirlerden bazilarinin PDA
besi yerindeki goriintiileri Sekil 2°de verilmistir.

Izolatlarn saflastirilmastyla yukarida belirtilen
cinslerden toplam 102 adet fungal izolat elde
edilmistir. Bu cinslerden elde edilen izolat sayisi
Cizelge 1°de gosterilmistir.

Trouillas ve Gubler [53, 54], Gramaje vd. [26],
Urbez-Torres [55] ve Arzanlou vd. [ 7] nin ¢alismalari
esas alindiginda  Botryosphaeria, Cadophora,
Cytospora, Diatrype ve Truncatella cinsi izolatlar
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asmalarda fungal govde hastaliklaryla iliskili
bulunmus diger cinsler endofitik funguslar icerisinde
degerlendirilmislerdir. PCR sonucu elde edilen
griinlerin  %1.5’luk agaroz jelde yiiriitiilmesiyle,
biiyiikliikleri yaklasik 600-900 bp arasinda degisen
DNA bantlar1 elde edilmistir. Bu {iriinlerin
sekanslanmasiyla BLAST analizi yapilarak tiirlerin
tanist %99-100’lik oranlarla dogrulanmistir. Gen
dizilemesi ve niikleotid BLAST analizi sonuglarina
gore 30 farkl tiir icin NCBI Gen Bankasi’ndan kayit
numaralart alimmistir (Cizelge 2).

Standart sofralik ¢esitlerde (1.grup) yapilan
izolasyonda; 11 cesitte Cladosporium
cladosporioides (Alphonse Lavallee, Cardinal, Lival,
M.Palieri, Prima, Red Globe, Royal, Sultani
Cekirdeksiz, Superior Seedless, Tekirdag
Cekirdeksizi ve Trakya Ilkeren); 10 gesitte
Aureobasidium  pullulans  (Alphonse Lavallee,
Cardinal, Flame Seedless, Italia, Lival, Mevlana,
Prima, Superior Seedless, Tekirdag Cekirdeksiz ve
Victoria); 7 gesitte Alternaria alternata (Crimson
Seedless, Flame Seedless, Horoz Karasi, Lival,
Sultani Cekirdeksiz, Superior Seedless ve Tekirdag
Cekirdeksiz) ve 4 g¢esitte de Acremonium
sclerotigenum (M.Palieri, Red Globe, Superior
Seedless ve Trakya Ilkeren) endofitleri belirlenmistir.
Botryosphaeria dothidea patojeni iki iiziim ¢esidinde
(Mevlana ve Tekirdag Cekirdeksiz) belirlenirken
Acremonium  fusidioides (Trakya  Ilkeren),
Acremonium  hyalinulum (Victoria), Cytospora
salicacearum (Trakya Ilkeren), Penicillium sp.
(Tekirdag Cekirdeksiz), Phaeoacremonium minimum
(Royal) tiirleri ise sadece bir standart sofralik iiziim
¢esidinde belirlenmistir. Crimson Seedless ¢esidinde
sadece bir adet endofit tiirii belirlenirken (A4lternaria
alternata) en fazla tiir zenginligine 5 adet endofitikle
ile Superior Seedless (Acremonium sclerotigenum,
Alternaria  alternata, Aureobasidium pullulans,
Cladosporium cladosporioides ve Sterile White
Basidiomycetous), Tekirdag Cekirdeksiz (4lternaria
alternata, Aureobasidium pullulans, Botryosphaeria
dothidea, Cladosporium cladosporioides ve Sterile

White Basidiomycetous) ve Trakya Ilkeren
(Acremonium fusidioides, Acremonium
sclerotigenum,  Cladosporium  cladosporioides,
Cytospora  salicacearum  ve  Sterile  White
Basidiomycetous) g¢esitlerinde ise beser adet

endofitik belirlenmistir.

Calismada elde edilen 30 adet endofitik fungus
tiriiniin 28 tanesi Ascomycota subesi, 2 tanesi ise
Basidiomycota subesine aittir (Cizelge 1). Endofitik
tiirlerin tamamu biitiin ¢esitlerden diizenli olarak izole

edilememistir. Fakat  Alternaria alternata,
Aureobasidium pullulans, Cladosporium
cladosporioides, Penicillium ve Steril beyaz
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Basidiomycetous endofitikleri 5 grupta yer alan
gesitlerin en az birinden saptanmustir. Bununla
birlikte Acremonium hyalinulum ve Cytospora
salicacearum tirleri sadece standart sofralik {iziim
cesitlerinde (sirasiyla; Victoria, Sultani Cekirdeksiz
ve Royal); Aspergillus sp. (Topbas), Neosetophoma
italica (Misket Cavus), Oidiodendron cerealis (Aktas
Cavus, Topbas), Penicillium communae (Meme
liziim, Patlak iiziim) sadece yoresel {iziim
cesitlerinde; Cytospora sp. endofitigi sadece Narince
lizim c¢esidinin 12 no.lu klonunda; Acremonium
aegyptiacum (Harmony) ve Fusarium acuminatum
(1616 C) sadece asma anaclarinda; Sarocladium
strictum Narince iiziim ¢esidine ait klonlarda ve
Narince/41 B kombinasyonunda anag¢ c¢eliginde;
Phoma sp. ise yoresel ¢esitlerden Buludi ¢esidinde ve
Narince/SBB  kombinasyonunda ana¢ ¢eliginde
belirlenmistir. Caligmanin ~ tamami  dikkate
almdiginda 36 adet endofitik tiir belirlenmistir. Her
grubun ortalamasi alindiginda anaglarda 5.5+1.2 adet
(Min.:4-Mak.:8), Narince {iziim ¢esidine ait klonlarda
4.1£1.5 (Min.:1-Mak.:7) adet, yoresel cesitlerde
3.4£1.8 (Min.:1-Mak.:7) adet ve standart sofralik
liziim gesitlerinde ise 2.8+1.3 (Min.:1-Mak.:5) adet
endofitik tiir belirlenmistir.

Cizelge 1. Arastirmada elde edilen fungal cinsler ve
izolat say1lar

Table 1. Fungal genera and isolate numbers obtained
in the study

Fungal Cinsler éza(;ll?l Fungal Cinsler éza(;ll?l

Acremonium 7 Fusarium 1
Alternaria 20 Neonectria 1
Aspergillus 5 Neosetophoma 2
Athelia 3 Oidiodendron 2
Aureobasidium 12 Paraconiothyrium 1
Botryosphaeria 3 Penicillium 4
Cadophora 2 Phoma 2
Cerrena 1 Pseudogymnoascus 2
Cladosporium 8 Sarocladium 2
Cytospora 2 Stemphylium 1
Diatrype 5 Steril beyaz basidiomycetes 8
Epicoccum 6 Truncatella 2

Yoresel iiziim cesitlerinde (2.grup) yapilan

izolasyonda; 9 gesitte (Bekiroglu, Bludi, Disi Eldas,
Horoz pasa, Izabel, Meme Uziimii, Misket Cavus,
Patlak Kara ve Topbas) Aureobasidium pullulans; 8
cesitte (Alesiit, Disi Eldas, Fenerit, Kara tiziim, Keten
Gomlek, Meme Uziimii, Misket Cavus ve Renkli
Cariksiz) Alternaria alternata; 7 ¢esitte (Bekiroglu,
Boduroglu, Disi Eldas, Kara tiziim, Keten Gomlek,
Meme Uziimii ve Patlak Kara) Cladosporium
cladosporioides ve 4 cesitte de (Bekiroglu, izabel,
Kara iiziim ve Renkli Cariksiz) Diatrype stigma
tiirleri  belirlenmistir. Penicillium sp. ¢ g¢esitte
(Bekiroglu, Kara iiziim ve Topbas); Aspergillus sp.
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(izabel ve Topbas), Athelia bombacina (izabel ve
Patlak Kara), Epicoccum nigrum (Boduroglu ve
Meme Uziimii) ve Oidiodendron cerealis (Aktas
Cavus ve Topbas) tiirleri iki ¢esitte;, Alternaria
infectoria (izabel), Fusarium equiseti (Kara {iziim),
Neonectria ramularia (Misket Cavus),
Neosetophoma italica (Misket Cavus),
Paraconiothyrium  fuckelii (Alesiit), Penicillium
communae (Meme Uziimii), Phoma sp. (Buludi) ve
Pseudogymnoascus pannorum (Disi Eldag) tiirleri ise
sadece bir ¢esitte belirlenmistir. Horoz Pasa iiziim
cesidinde sadece bir adet endofitik  tiir
(Aureobasidium pullulans) belirlenirken, Izabel
(Alternaria infectoria, Aspergillus sp., Athelia
bombacina, Aureobasidium pullulans, Diatrype
stigma ve Sterile White Basidiomycetous), Kara
izim  (Alternaria  alternata,  Cladosporium
cladosporioides, Diatrype stigma, Fusarium equiseti,
Penicillium sp. ve Sterile White Basidiomycetous) ve
Meme liziimiinde (Alternaria alternata,
Aureobasidium pullulans, Botryosphaeria dothidea,
Cladosporium cladosporioides, Epicoccum nigrum
ve Penicillium communae) tir belirlenmistir.

Narince iiziim c¢esidine ait klonlarda (3.grup)
yapilan izolasyonda; 15 klon adayinda (1, 2, 4, 5, 7,
8, 10, 12,13, 15, 16, 17, 18, 19 ve 21 no.lu klon
adaylari) Aureobasidium pullulans; 13 klon adayinda
(2,3,5,6,7,8,10, 12,13, 17, 19, 20 ve 22 no.lu klon
adaylar1) Cladosporium cladosporioides; 11 klon
adayinda (1, 3,4, 5, 8, 11, 12,13, 14, 17 ve 21 no.lu
klon adaylari) Penicillium sp.; 10 klon adayinda (1, 2,
7, 8, 10, 12, 13, 16, 19, ve 22 no.lu klon adaylari)
Alternaria alternata izole edilmistir.
Pseudogymnoascus pannorum (2, 7, 14 no.lu klon
adaylar) ve Sarocladium strictum (3,4, 19 no.lu klon
adaylari) ¢ klon adayinda;  Acremonium
sclerotigenum (12 ve 15 no.lu klon adaylarn),
Aspergillus niger (2 ve 15 no.lu klon adaylar1) ve
Epicoccum nigrum (7 ve 22 no.lu klon adaylari) iki
klon adayinda belirlenirken Athelia bombacina (11
no.lu klon aday1), Botryosphaeria dothidea (22 no.lu
klon aday1), Cytospora sp. (12 no.lu klon aday1),
Diatrype stigma (22 no.lu klon aday1), Neosetophoma
clematidis ve Phaeoacremonium aleophilum (3 no.lu
klon aday1) ise sadece bir klon adayinda
belirlenmistir. 17 no.lu klon adayinda sadece bir adet
endofit tlirli (Aureobasidium pullulans) belirlenirken
12 no.du klon adayinda 7 tir (Acremonium
sclerotigenum, Alternaria alternata, Aureobasidium
pullulans, Cladosporium cladosporioides, Cytospora
sp., Penicillium sp., Sterile White Basidiomycetous)
belirlenmistir.

a) Acremonium egyptiacum, b) A.fusidioides, c) A.hyalinum, d)
A.sclerotigenum, e) Alternaria alternata, f) A.infectoria, g) Aspergillus
ochraceus, h) Athelia bombacina, j) Botryosphaeria dothidea, k)
Cadophora luteo-olivacea, 1) Cladosporium cladosporioides, m)
Cytospora salicacerum, n) Diatrype stigma, o) Epicoccum nigrum, p)
Neonectria ramularia, r) Neosetophoma clematidis, s) Oidiodendron
cerealis, t) Paraconiothyrium fuckelii, u) Phoma tropica, V)
Pseudogymnoascus pannorum, y) Sarocladium strictum, z) Truncatella
angustata

Sekil 2. Dormant kalemlerden elde edilen PDA
ortamindaki goriintiileri

Figure 2. Images in PDA media obtained from
Dormant scions
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Farkli anaglara asili Narince iiziim g¢esidinde
(4.grup) yapilan izolasyonda; biitin ana¢ ve
anag/gesit ~ kombinasyonlarinda  Cladosporium
cladosporioides endofitik fungusuna rastlanmigtir.
Fakat C.cladosporioides 1103 Paulsen/Narince asili
fidan kombinasyonunun anag¢ kisminda (%28) ve 5
BB/Narince asili fidan kombinasyonunun ¢esit
kisminda (%14.3) yiiksek yogunlukta belirlenirken
41B/Narince kombinasyonunun hem ana¢ hem de
cesit kisminda (%2) diisiik yogunlukta belirlenmistir.
Alternaria alternata endofitigi 5SBB/Narince ve
110R/Narince ye ait biitin ana¢ ve anag/cesit
kombinasyonlarinda belirlenirken sadece 1103
Paulsen/Narince kombinasyonunun ana¢ kisminda,
41 B/Narince kombinasyonunun sadece gesit kismi
ile asisiz anaclarinda belirlenmistir. Belirlenen
endofikler icerisinde Alternaria alternata 5 BB ve
asili  kombinasyonunda, 110 R ve asih
kombinasyonunda; Penicillium sp. 1103 Paulsen ve
asili kombinasyonunda birlikte belirlenmistir (3
kisismda da bulunmustur). Fakat Acremonium
fusidioides (110R/Narince’nin ¢esit kisminda),
Aspergillus niger (1103 Paulsen/Narince’nin anag
kisminda), Cerrena unicolor (asisiz 41 B anacinda),
Geosmithia sp. (asisiz BB anacinda), Neosetophoma
clematidis  (5BB/Narince’nin  ana¢  kisminda),
Paraconiothyrium fuckelii (41 B/Narince’nin gesit
kisminda), Phoma sp. (5BB/Narince’nin anag
kisminda), Sarocladium strictum (41B/Narince’nin
anag¢ kisminda) belirlenmistir.

Asma anaglarinda (5.grup) yapilan izolasyonda;
Cladosporium cladosporioides Dbiitlin anaglarda
belirlenirken yogunluk en fazla 44-53 anacinda
(%40,8) ortaya ¢ikmustir. Acremonium sclerotigenum
(140 Ru. ve 1616 C hari¢) ve Alternaria alternata
(1103 Paulsen ve Fercal hari¢) endofitikleri de
anaglarin biiyiik kisminda goriilmiistiir. Bu ¢aligmada
materyal olarak kullanilan 1613 C anaci 8 adet ile en
fazla endofit tiri (Acremonium  fusidioides,
A.sclerotigenum, A.alternata, C.cladosporioides,
Geosmithia  sp.,  Paraconiothyrium  fuckelii,
Penicillium sp., Phaeoacremonium aleophilum)
barindiran bitki olmustur. A.fusidioides (1613 C
anaci), Acremonium aegyptiacum (1616 C anaci),
Alternaria infectoria (140 Ru. anaci), Athelia
bombacina (Fercal anaci), Cerrena unicolor (41 B
anaci), Epicoccum nigrum (1103 Paulsen anaci),
Fusarium acuminatum (Harmony anact), Neonectria
ramularia (41 B anaci), Paraconiothyrium fuckeli
(1613 C anac1), Sklerotlu basidiomycet (Fercal anaci)
ve Sterile White Basidiomycetous (Harmony anaci)
endofitikleri sadece bir anagta belirlenmistir.
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Cizelge 2. Dormant asma kalemlerinden izole edilen
fungal tiirler ve NCBI GenBank kayit
numaralari

Table 2. Fungal species isolated from dormant vines
and NCBI GenBank registration numbers

Fungal izolat ITS
Hng GenBank izole edildigi gesit
tiirler kodu
kayit no
p|  Aeremonium g6 |0L691159 t616c
aegyptiacum (V.longii x V.riparia)
Acremonium 1613C
2 fusidioides AY88 JOL691160 (V.solonis x Othello)
Acremonium Victoria
3 hyalinum AY31 (OL691150 (Vitis vinifera)
Acremonium >BB
4 sclerotioenum AY42 |OL691147|(V.berlandieri % V.riparia)
i g / Narince (Vitis vinifera)
Alternata Karaerik
3 alternata AY2 OL691143 (Vitis vinifera)
Alternata Red Globe
6 infectoria AY4 |0L691144 (Vitis vinifera)
Aspergillus Narince
ochraceus AYTITIOL691169 (Vitis vinifera)
g|  Aspergillus | iy 110/0L691168 Narince
piperis (Vitis vinifera)
Athelia Patlak Kara
? bombacina AY65 OL69T154 (Vitis vinifera)
Aureobasidium Alphonse Lavallee
19 pullulans AY32 IOL69T145 (Vitis vinifera)
Botryosphaeria Tekirdag Cekirdeksizi
1 dothidea AYS7 JOL691152 (Vitis vinifera)
12 Cadophora AY91 loLeo1162 140 Ruggeri

luteo-olivacea (V.berlandieri XV.Rupestris)

13| Cerrena unicolor | AY114|0L691171| Narince (Vitis vinifera)

Cladosporium Harmony
! cladosporioides AYT77 JOL691156 (1613C x Dogridge)
Cytospora Trakya Ilkeren

AY41 |OL691146

salicacearum (Vitis vinifera)

Karatiziim Cepni

16| Diatrype stigma | AY70 [OL691155)

(Vitis vinifera)
17| EBpicoccum 1 xvs0 loL691149) Boduroglu
nigrum (Vitis vinifera)
1y Fusarium 113100691170 Narince
avenaceum (Vitis vinifera)
jof ~ Neonectria AY47 [0L691148 Misket Cavug
ramularia (Vitis vinifera)
Neosetoph >BB
po| YeOSEIOPROMA | A9 |OL691161| (V.berlandieri x V.riparia)
clematidis - L
/ Narince (Vitis vinifera)
Neosetophoma Narince
21 italica AYTISOL69T172 (Vitis vinifera)
ho|  Oidiodendron | a5 101 691157 Aktas Cavus
cerealis (Vitis vinifera)
41B

Paraconiothyrium

23 AY106 [OL691165|(V.vinifera x V.berlandieri)

Juckelii / Narince (Vitis vinifera)
pg|  Penicillium 1 \y109|0L691167 Narince
commune (Vitis vinifera)

Harmony x Dogridge

25|  Phoma tropica AYS53 |OL691151

(V.champinii)
Pseudogymnoascus 1616C
26 pannorum AY85 JOL691158 (V.solonis x Othello)
Sarocladium 1103p
27 . AY107 [OL691166|(V.berlandieri x V.rupestris
strictum . L
/Narince (Vitis vinifera)
by  Stemphylium <60 loreo1153  Izabel
vesicarium (Vitis labrusca)
Sterile white 4 no.lu klon
29 basidiomycetes AY101/0L691164 (Vitis vinifera)
Truncatella Patlak Uziim
3 angustata AY92 JOL691163 (Vitis vinifera)
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Asmalarda endofitik fungus tiirlerinin ve
yogunlugunun  belirlenmesi  iizerine  yapilan
calismalarda; orneklerin alinma zamanina gore [33,
44], izlim cesitlerine gore [1, 14, 15, 23, 34, 49],
orneklerin alinma yerine gore (siirgiin, yaprak veya
meyve gibi) [23, 38, 40], omca yasina gore [11],
bagda geleneksel veya organik tarim uygulamalarina
gore [31, 49, 56], yabani veya kiiltiir forma gore
(yabani formlarda daha ¢ok oldugu) [22], iiziimlerin
yetistirildigi cografik bolgeler gore [24] endofitik
cesitliligin degisebilecegi yoniinde ¢alismalar vardir.
Bununla birlikte bazi1 c¢alismalar endofitik flora
lizerine {iziim cesitlerinin etkili olmadigini da [59]
belirtmektedir.

Bu calismada bulunmus olan tiirlerden
Acremonium [12, 22, 23, 50], Alternaria [4, 14, 33,
40, 50, 56], Aspergillus [1, 4, 47], Aureobasidium [24,
38, 43, 45], Botryosphaeria [14, 44, 55, 58],
Cytospora [4, 29], Diatrype [53, 54], Epicoccum [4,
23, 32, 56], Fusarium [1, 4, 18], Geosmithia [29],
Penicillium [4, 14, 51], Pestalotiopsis [4],
Phaeoacremonium [18, 48, 55] ve Phoma [18, 34, 36,
47] tirleri bagcilikta endofitik funguslar tizerinde
yapilan caligmalarda da bulunmus ve literatiirde
belirtilmigtir.

Calismaya konu olan standart sofralik tiziim
cesitlerden 12 tanesi ¢ekirdekli 5 tanesi ise
cekirdeksizdir. Alternaria alternata tirii biitiin
cekirdeksiz liziimlerde (Crimson Seedless, Flame
Seedless, Sultani Cekirdeksiz, Superior Seedless ve
Tekirdag Cekirdeksiz) belirlenirken ¢ekirdekli
tizimlerden sadece Horoz Karasi ve Lival cesidinde
belirlenmistir. Acremonium fusidioides, Penicillium
sp. ve Phaeoacremonium minimum sadece renkli
lizimlerde belirlenirken Acremonium hyalinulum ise
sadece beyaz ¢esitlerde belirlenmistir.

Yoresel 1liziim c¢esitlerinden beyaz renkli
Boduroglu ve Meme iiziimiinde Epicoccum nigrum
tiiri belirlenirken renkli tizimlerde

belirlenememistir. Cesitlerin 7 tanesi Agustos, 10
tanesi de Eyliil ayinda olgunlagmaktadir. Eyliil ayinda
olgunlasan Topbas ve Izabel ¢esitlerinde Aspergillus
sp. belirlenirken Agustos ayinda olgunlasanlarda
belirlenememistir.

Anagclar genel ozelliklerine gore
siniflandirdigimizda kurakliga dayanikli olan (140
Ru., 110 R ve 1103 P) anaglarda Alternaria infectoria
ve Epicoccum nigrum; kirece dayanikli olan (41 B ve
Fercal) anaclarda Athelia bombacina, Cerrena
unicolor ve Neonectria ramularia; nematodlara
dayanikli olan anaglarda (1613 C, 1616 C ve
Harmony) ise Acremonium fusidioides, Acremonium
aegyptiacum, Fusarium acuminatum,
Paraconiothyrium  fuckelii ve Sterile White
Basidiomycetous tiirleri saptanmustir.

SONUC

Diinyanin bir¢ok yerinde endofitik funguslar ile
ilgili caligmalar yapilmaktadir. Caligmalar yapildikca
yeni endofitik tiirler belirlenmekte ve 0Gzellikleri
ortaya konulmaya c¢alisilmaktadir. Son yillarda
belirlenen endofitiklerin kiiltlir bitkilerinde sorun
olan patojenlere karsi kullanim olanaklar1 yoniinde
caligsmalar artmistir. Bugday, misir, elma, avokado,
sogan, Uziim gibi ¢ok sayida kiiltiir bitkisinde
caligmalar yapilmis ve yapilmaya devam etmektedir.
Bu tiir calismalarda ornegin asma i¢in sorun olan
gbvde hastaliklart, kursuni kiif, mildiyd, kiilleme vb.
konularda endofitiklerin biyolojik miicadele etmeni
olarak  rolleri  arastirilmalidir.  Acremonium,
Alternaria, Epicoccum ve Fusarium tirleri biyolojik
miicadelede oldukca fazla kullanilan endofitik
funguslardir.

Bu funguslarin varlig1 veya ¢esitliligi bitki tiiriine,
ayn1 bitki tiir icerisinde; cesitlere, yetigtirilme
kosullarina, bagin sicak, 1liman veya soguk bolgede
olmasina, kimyasal miicadele programina, kisacasi
bir¢ok faktor bakimindan etkilenmektedir.

Bu c¢alisma ile asagidaki sonuglara ulagmak
miimkiindiir:

*Patojenik  funguslar  herhangi  bir
gostermeden bitki biinyesinde bulunabilir.

*Endofitik fungus tiirleri ¢esitlere hatta bir ¢esit
igerisindeki klonlara gore bile degisebilmektedir.

*Tokat ilinde yetistirilen baglarda Alternaria
alternata, Aureobasidium pullulans, Cladosporium
cladosporioides, Penicillium tiirleri en yaygin olan
tirlerdir.

*Bazi1 endofitik tiirler sadece belirli iiziim
cesitlerinde bulunmuslardir (Topbas iiziim ¢esidinde-
Aspergillus  sp.; Misket Cavus  ¢esidinde
Neosetophoma italica bulunmasi gibi).

*Acremonium  aegyptiacum  (Harmony) ve
Fusarium acuminatum (1616 C) endofitikleri sadece
asma anagclarinda belirlenmistir.

*Endofitik tiirler lizim c¢esidinin rengine gore
degisiklik gosterebilir (renkli iiziimlerde Acremonium
fusidioides, Penicillium sp. ve Phaeoacremonium
minimum; beyaz ¢esitlerde Acremonium hyalinulum
un bulunmasi gibi). Ancak tekrarli calismalarla bunun
dogrulanmasi icap eder.

*Anaglarin genel Ozellikleri dikkate alindiginda
endofitik varlig1 degisebilir (4lternaria infectoria ve
Epicoccum  nigrum  tirleri  kuraga dayanikli
anaclarda; Athelia bombacina, Cerrena unicolor,
Neonectria ramularia ve Sklerotlu basidiomycet
kirece dayanikli olan anaglarda; Acremonium
fusidioides nematodlara dayanikli olan anaglarda
belirlenmistir).

belirti
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