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Cukurova Bolgesi’nde Elma ve Seftali Agac¢larinda Solgunluk ve Kok
Bogaz Ciiriikliigii Etmeni Pythium nodosum’un Tamlanmasi ve
Patojenisitesi

Ali ENDES Mukaddes KAYIM @
Ozet

Adana ve Mersin meyve bahgelerinde elma ve seftali agaglarinda hastalik etmeni Pythium
tiirlerinin morfolojik, kiiltiirel ve molekiiler karakterizasyonlarin: belirlemek amaci ile 2010-2012
yillar1 arasinda farkli bolgelerden Pythium spp. ile infekteli oldugundan siiphe edilen bitki
ornekleri toplanmugtir. Bu ¢alismada kullanilan izolatlarin tamami ITS gen dizisine gore Pythium
nodosum voucher olarak saptanmistir. Izolatlarin koloni deseni ve radiyal gelisimi bes farkli agar
ortamlarinda ¢alisilmis ve mikroskobik yapilart belirlenmistir. Izolatlar genel olarak agar
ortamlarinda krizantemi koloni deseni olusturmus ve en iyi radyal misel gelisimi kenevir tohumu
ve patates dekstroz agar ortamlarinda gozlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda Pythium nodosum’un
meyve bahgelerinde ekonomik diizeyde elma ve seftali agaclarinda solgunluk, kdk ve kok bogazi
cliriikliigii olusturabilecegi saptanmustir.
Anahtar Kelimeler: Besi Ortamlari, ITS bolgesi, Patojenisite, PCR, Radyal Gelisim

Identification and Pathogenicity of Pythium nodosum Causing Wilting and Crown Rot of
Apple and Peach Trees in Cukurova Region

Abstract

Plant materials infected with Pythium spp. were collected from apple and peach trees causing
disease in different countrysides and locations of Adana and Mersin provinces for morphological
and cultural features, and molecular characterization of Pythium species during 2010-2012. All
five isolates used throughout this study were identified as Pythium nodosum based on ITS gen
sequences. Colony patterns and radial growth study of isolates were performed on different media
and subsequently their microscobic structures were identified. Isolates were generally formed
chrysanthemum colony pattern on agar media and developed the best radial mycelial growth on
hemp seed and potatoes dextrose agar media. It was determined that Pythium nodosum could cause
wilting canopy, rotting of root and crown of apple and peach trees, which was the reason for
economic damage in fruit orchards.
Keywords: Culture media, ITS Region, Pathogenicity, PCR, Radial Growth

Giris
Bodur ve yart  bodur meyve

Phytophthora ve Pythium cinsleri Chromista

yetistiriciliginin Tiirkiye genelinde artmasi,
Cukurova  Bolgesi’'nde  erkenci  meyve
yetistiriciligini 6n plana getirmistir. Elma ve
seftali meyvelerinin 2015 yilinda toplam iiretim
miktar1, Adana igin sirasiyla 29.667 ve 41.849
ton, Mersin i¢in sirasiyla 42.869 ve 53.162 ton
(Anonim, 2016) olup, bu illerde nisbi nem
oraninin yiiksek olmasi ve sert ¢ekirdekli
meyve yetistiriciligindeki kiiltiirel uygulama
hatalar1 fungal hastaliklarin infeksiyonlarini
arttirmaktadir. Bu hastalik  etmenlerinden

alemi igerisinde ¢ift kamgiya sahip heterekont
gruplar1  kapsayan = Oomycota  subesinin
(Oomycetes)  Pythiales  takimi  igerisine
yerlestirilmistir (Cooke ve ark., 2000; Webster
ve Weber, 2007; Tewoldemedhin ve ark.,
2011). Toprak kokenli bu hastalik etmenleri,
meyve agaclari, turunggil, orman, park ve sebze
tirlerini kapsayan diinya genelinde genis bir
konukgu dizinine sahiptir (Hendrix ve
Campbell, 1973; Erwin ve Riberio, 1996;). Bu
cinslerin viriilent tlirleri tarimsal {iretim
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alanlarinda ciddi ekonomik kayiplara neden
olmaktadir (Duncan ve Cooke, 2002; Hendrix
ve Campbell, 1973).

Yumusak ve sert cekirdekli meyve
agaclarinda  toprak  kokenli  etmenlerden
Phytophthora ve Fusarium tiirleri ilk siralarda
yer almalarma ragmen Pythium tiirleri
fideliklerde ¢ikis Oncesi veya ¢ikis sonrasi, tek
yillik  otsu bitkilerde ¢okertene  neden
olmaktadir. Son yillarda meyve bahgelerinde
yapilan g¢aligmalar, baz1 Pythium tiirlerinin gok
yillik odunsu bitkilerde de patojen olduklarim
gostermistir (Nakova, 2010; Souli ve ark, 2011;
Spies ve ark., 2011; Tewoldemedhin ve ark.,
2011). Pythium tiirlerinin ¢ogu rizosfer ve
sucul ortamlarda saprofit ya da fakiiltatif parazit
olarak, elma ve seftali meyve agaglarinda fidan
yetistiriciliginde ciddi sorunlar yaratmaktadir
(Mircetich, 1970; Souli ve ark., 2011; Yang ve
ark., 2012; Schroeder ve ark, 2013). Bitki
patojeni Pythium tiirlerinin ¢ogu belirli bir
konuk¢u dizinine sahip olmadigi gibi tipik
hastalik  belirtileri de olusturmamaktadir
(Hendrix ve Campbell, 1973; Mcleod ve ark.,
2009; Yang ve ark, 2012). Kaynaklara gore

Pythiaceae tiirlerinin olusturdugu simptomlar
gelismede gerileme, solma, geriye Oliim,
kuruma, zamklanma, kok ve kok bogazi

clrikliigii olarak bilinmektedir. (Hendrix ve
Campbell, 1973; Mircetich, 1970; Erwin ve
Riberio, 1996; Mazzola ve ark., 2002; Nakova,
2010; Souli ve ark., 2011; ). Bu simptomlar
diger toprak kokenli bitki patojeni funguslar ve
abiyotik (asfeksi) faktorlerin neden oldugu
simptomlar ile benzerlik gosterdiginden
Pythium tiirlerinin neden oldugu hastaliklar
cogunlukla gbzden kagmaktadir (Mircetich,
1970).

Hastaligin kontrol altina alinmasi ve
uygun miicadele stratejilerinin olusturulmasi
i¢in eski ve yeni kurulan meyve bahgelerindeki
agaclardan ve topraktan patojenin dogru olarak
tanilanmas1 son derece Onem arz etmektedir.
Geleneksel yontemlerle Pythium cinslerine ait
tirlerin tanilanmas1 morfolojik karakterlerin
mikroskobik gozlemine, secici agar ortaminda
patojenin izolasyonuna ve fiziksel 6zelliklerine
gore yapilmaktadir. Ancak bazi tiirlerde
giivenilir morfolojik belirtilerin yetersiz olmasi,

70

onemli oranda morfolojik yapida sekil degisimi,
sekillerin stabil olmamasi, genelde yanlis
tanilamaya neden olmaktadir (Lévesque ve
Cock, 2004; Mcleod ve ark., 2009; Uzuhashi ve
ark., 2010; Schroeder ve ark., 2013).
Giinlimiizde bu tir olumsuzluklar1 asmada
tanty1 desteklemek icin molekiiler biyolojiye
dayali PCR-temelli yontemler kullanilmaktadir.
Pythium cinsi de dahil olmak fiizere
Okaryotlarda sirasiyla 18S, 5.8S ve 28S
ribozomal DNA (rDNA) kodlayan genlerde
tandem denilen ¢ok sayida tekrar eden
niikleotid birimleri, diger bir ifade ile
transkripsiyonu yapilmayan ITS bolgeleri
bulunmaktadir (White ve ark., 1990). Bu
nedenle, Pythium tirlerinin ~ morfolojik
karakterlerine gore yapilan tir tanisini
desteklemek icin rDNA'nin ITS bdlgelerine ait
baz dizilimlerinden yararlanilmaktadir (Chen,
1992; Paul , 2000; Lévesque ve Cock, 2004;
Zeng ve ark., 2005; Mcleod ve ark., 2009;
Uzuhashi ve ark. 2010; Tao ve ark., 2011;
Dervis ve ark., 2014; de Cock ve ark., 2015).
ITS bolgelerine ait baz dizileri cok yakin akraba
tirlerde son derece degisken oldugu igin,
Pythium  tirlerini  ayirt etmede  veya
siniflandirilmasinda  olduk¢a  kullanmigh  ve
giivenilir markorler sunmaktadir. (Lévesque ve
Cock, 2004; Villa ve ark., 2006; Mcleod ve
ark. 2009; Uzuhashi ve ark. 2010).

Bu ¢alisma, Cukurova bolgesinde elma
ve seftali meyve yetistiriciligi  yapilan
bolgelerde, elma ve seftali agaclarinda kok ve
kok bogazi ¢liriikliigiine bazi Pythium tiirlerinin
de neden olabilecegini gostermek amaci ile
yapilmisgtir.

Materyal Ve Yontem

Orneklerin Toplanmas1 ve Izolasyon
Calismalan

2010-2012 wyillar1 arasinda ilk ve
sonbahar aylarinda, Adana ili Seyhan, Yiiregir
ve Pozanti, Mersin ili Tarsus ve Akdeniz
ilcelerinde elma ve seftali meyve bahgelerinden
ornekler toplanmistir. Her bolge icin bes meyve

bahgesinde sorvey ¢alismasi  yapilmustir.
Gelismede gerileme, solma, kuruma, kok ve
kok bogazi cliriikliigli gosteren meyve

agaclarmin kdk ve kok bogazindan infekteli
bitki doku 6rnekleri toplanmig ve laboratuvara
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getirilmistir. Infekteli dokulardan yarali ve
saglikli kisim bir arada olacak sekilde 5-8mm
uzunlugunda parcalar kesilmistir. Bu infekteli
parcalar % 70 etil alkol igerisinde 10-15 sn
bekletildikten sonra iki kez steril sudan
gecirilmis  ve  filtre kagitlar1  {izerinde
kurulanmustir. Kiigiik infekteli doku parcalar1 %
0.01 streptomisin iceren patates dekstroz agar
(PDA, Merck; 1.10130) ortami iizerinde
24+2°C’de karanlikta 3-4 giin inkiibe edilmistir.
Ayrica, infekteli bitki 6rneklerinin ylizeyindeki
kaba artiklar1 temizlendikten sonra, yiizey
dezenfeksiyon yapilmadan, 17g/L Misir Unu
Agar (MUA) (Sigma; C1176) kullanilarak
hazirlanan PARB (10 pg pimaricin, 10 pg
rifampicin ve 250 pg ampicillin, 100 pg PCNB,
10 pg benomyl) ortami iizerinde yukarida
belirtilen inkiibasyon kosullarinda patojen
izolasyonlari i¢in de kiiltiire alinmstir (Jeffers
ve Martin, 1986; Erwin ve Ribeiro, 1996).
Izolatlarin saf kiiltiirleri, kolonilerin kenar
uclarindan  miselyum  parcalarinin = PDA
ortamina  aktarilmasiyla elde edilmistir.
Izolasyon c¢alismalarinda PDA ve PARB;
morfolojik ve kiiltiirel 6zelliklerin belirlenmesi
icin musir unu agar (MUA), kenevir tohumu
agar (KTA), havug agar (HA) ve yulaf unu agar
(YUA) kullamlmistir. KTA ortami, Paul
(2000); diger tiim agar ortamlari Erwin ve
Ribeiro (1996) tarafindan belirtilen ozellikler
dikkate alinarak hazirlanmistir.

DNA izolasyonu, PCR Cogaltim ve
Sekans Analizi

Genomik DNA, PDA ortaminda 10
ginlik kiltirlerin  taze misellerden izole
edilmistir. DNA izolasyonu DNeasy Plant Kit’i
(Qiagen, U.S.A)) ile firmanin 6nerdigi protokol
dikkate alinarak yapilmistir. Elde edilen
genomik DNA’lar ITS primerleri ITS4 (5-TCC
TCC GCT TAT TGA TAT GC-3) ve ITS5 (5-
GGA AGT AAA GTC GTA ACA AGG-3)
kullanilarak, rDNA’nin ITSI, 5.8S ve ITSII gen
bolgeleri PCR ile ¢ogaltilmistir (White ve ark,
1990). Polimeraz zincir reaksiyonu her bir
ornek i¢in toplam 25ul. hacimde gerceklesen
PCR kokteyli: 10xPCR tampondan 2,5uL,
25mM’lik MgCl2’den 2pL, 2mM’lik dNTP
(Fermantas)’den 2,5uL, 10uM’lik ileri (ITSS)
ve geri (ITS4) primerlerden 0,5uL, 1U’luk

(1U/1puL) Taq polimeraz (Fermantas)’dan
0.25uL, 1-2puL. patojen DNA'st ve 25ul’ye
tamamlayacak kadar sQH,O icermektedir. PCR
sentez Uriinii i¢in baslangigta 96 °C’de 2 dk ve
sonraki 35 dongii i¢in 94 °C’de 1 dak., 55 °C’de
1 dak., 72 °C’de 2 dak. ve son bitis dongiisii 72
°C’de 10 dak. olarak ayarlanmistir (Ristaino ve
ark, 1998). PCR ile ¢ogalilan DNA
fragmentleri, TAE (Tris glasiyal asetik asit,
Etilen diamin tetra asetik asit) tampon ¢ozeltisi
ile %1,5 agaroz (Tipl, Sigma) jelde 50 Voltta 3
saat elektroforez yapilmustir. Jeller
0,5pg/mL’lik etidyum bromidle boyanarak UV
transillimiinator (BioRAD-VERSADOC
4000MP)  iizerinde  goriilebilir  duruma
getirilmistir. Agaroz jelden ITS bélgelerine ait
DNA fragmenti QIAquik Gel Extraction Kit’i
(Qiagen, USA.) ile firmanin 6nerdigi protokol
dikkate alinarak saflastirilmistir. Saf PCR
irlinlerinin  sekans analizleri Institute for
Integrative Genome Biology, University of
California, Riverside’ da gerceklestirilmistir.
Elde edilen ITS baz dizileri Blastn programi
kullanilarak NCBI  (National Center of
Biotechnology Information) sitesindeki diger
Pythium izolatlarinin ITS genine ait baz dizileri
ile kargilagtirilarak tiir tanilar1 yapilmstir.

izolatlarin Tamlamasi

Patojenik izolatlar, sporangium,
ogonium, oospore, klamidiospor ve koloni
morfolojisi ve rDNA’nin bazi dizi analizleri
temel almarak tamlanmstir. Izolatlarin besi
ortamlarinda olusturdugu sporangium,
oogonium, oospor ve antheridium iceren
karakteristik ~ Ozellikler  belirlenmis  ve
morfolojiye dayali tanilama caligmalarinin
tamaminda, her bir izolat i¢in kullanilan
karakterlerin her biri igin 50 konidi 6l¢limiin
ortalama  degeri  hesaplanmistir.  Farkli
ortamlarda morfolojik ve Kkiiltlirel 6zellikleri
belirlemeye yonelik 6 izolat kullanilmistir. Bu
izolatlarm, PDA  ortaminda  25+1°C’de
karanlikta 10 giin gelistirilen kiiltiirlerinden, 4
mm capindaki miselyum diskleri, PDA, MUA,
KTA, HA ve YUA ortamlann {izerine
aktarilmistir. Izolatlar 28+1°C’de karanlikta bir
ay inkiibe edilerek, izolatlarin 48 saat
igerisindeki misalyal gelisimleri ¢apraz kesisen
dogru yontemi ile belirlenmis ve izolatlarin
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olusturduklari  koloni desenleri bu siire
igerisinde belirlenmistir (Paul ve ark., 1998;
Paul, 2001; Zeng ve ark., 2005; Tao ve ark.,
2011; Souli ve ark., 2011).

Patojenisite testi

Elma ve seftali agaclarinin infekteli bitki
dokularindan izole edilen Pythium nodosum
izolatlarinin patojenisite testinde MM 106 , GF-
677 anag; Gala (elma) ve Honey Blush (peach)
cesitleri kullanilmig ve inokulasyon galigmalari
igin alt1 Pythium nodosum izolat1 secilmistir.
Tesadiif deneme desenine gore 5 tekerriir (her
tekiirriir 1 fidan)’lii deneme dizayn edilmistir.
Anaglar kok bogazinin 10 cm; kalemler ast
noktasinin 15 cm iist kismidan kabuk dokusu
4mm c¢apli mantar delici ile ¢ikarilmistir. Bu
bolgelere, PDA ortaminda 5 giin inkiibasyon
periyodu sonunda gelisen izolat kiiltlirlerinden
ayn1 biiyiiklitkte miselyal diskler yerlestirilerek
izolatlarin  odun dokusuyla direk temasi
saglanmigtir. Daha sonra inokulasyon alanina
birka¢ damla steril su damlatilmis ve parafilm
ile tamamen kaplanmigtir. Klima odasinda
25+1°C derecede, ilk 24 saat igin steril su
puskiirtiilmiis, seffaf plastik torbalar igerisinde
daha sonraki gilinler igin plastik torbalar
kullanilmadan fidanlar 60 giin bekletilmistir.
Kontrol olarak her meyve tiirii i¢in 5 fidan
kullanilmigtir.  Anaglar ve kalemler igin
yukarida acgiklanan yontem takip edilmis ancak
4mm capli misel diskleri yerine sadece PDA
ortami yerlestirilmistir.

Istatistik analiz

Izolatlarm patojenisite ve radyal misel
gelisim denemelerinde elde edilen verilere
normalik  testi i¢in  Shapiro-Wilk testi
uygulanmustir. Radyal misel gelisim
denemesinde ve patojenisite verileri normal
dagilim gostermistir. Daha sonra, patojenisite
ve radyal misel gelisim denemelerinde
varyanslarm homojenlik testi Levene’s testi ile
yapilmis ve verlerin varyanslart arasinda
heterojenlik bulunmamistir (Radyal gelisim ve
patojenisite i¢in sirastyla; P= 0.468 ve P= 0.200
). Veriler varyans analizi i¢in SAS 9.0 istatistik
yazilim programi kullanilmustir.  Verilerin
ortalamalar1 %5 6nem seviyesinde Fisher'm En
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Kiiciik Onemli Fark [LSD (a = 0.05)] testi ile
karsilastirilmistir

Bulgular ve Tartisma
Pythium spp.’nin Hastalik Belirtileri ve
Meyve Bahgelerinden izolasyonu

Hastalik belirtileri, ilkbahar
baslangicinda, geng¢ meyve fidanlarinin
habitusunda ve agaclarin geng siirgiin uglarinda
solgunluk olarak goriilmistir. Hastaligin
ilerleyen evrelerinde, fidan ve gen¢ agaglar
apoplektik bir sekilde solgunluk ve ani ¢okiis
gostermistir (Sekil 1A). Hasta agaclar kiiclik ve
porsiimiis meyveler ile kok bogazinin kabuk
dokusunda ¢atlak ve sulu siyahimsi kahverengi
renkte bolgeler olusturmustur. Bu bolgelerin
kabuk dokusu kaldirildiginda, odun
dokularinda, koyu kahverengi ve kirmizimsi
renkte nekrotik bolgeler gorilmiistir (Sekil
1B). Odun dokusunda infekteli ve saglikl
dokular bir birlerinden keskin bir smir ile
ayrilmistir.  Nitekim, Nakova (2010) yilinda
yapmis oldugu c¢alismada, Phytophthora ve
Pythium tiirlerinin baz1 meyve agaglarinin tag
ve kok bogazinda neden oldugu hastalik
belirtileri ile bizim bulgularimiz olduk¢a benzer
bulunmustur. Ayrica, 2011 yilinda Souli ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢alismada, P. indigoferae
ve P. irregulare tiirleri elma agaglarinin tag ve
kok bogazinda yukarida bahsedilen hastalik
belirtilerini olusturduklarimi bildirmislerdir.

Pythium spp. Adana (Seyhan, Yiiregir,
Pozant1) ve Mersin (Tarsus, Akdeniz) illerinde
sorvey yapilan toplam 50 meyve bahgesinden,
Adana ve Mersin igin sirasiyla 42 ve 21 izolat
olmak tizere toplam 63 Pythium spp. izole
edilmistir. Izolatlar, morfolojik ve kiiltiirel
ozelliklerine gore Pythium cinsi  olarak
tanilanmustir.

izolatlarim Morfolojik ve Molekiiler
Tanillanmasi

Pythium sp. izolatlar1 PDA, MHA, KTA,
YUA ve MUA ortamlarinda olusturduklar
koloni desenlerinin ve 28+1°C’de 2 giin
inkiibasyon periyodu sonunda radyal misel
gelisimleri belirlenmistir. KTA ve PDA ortamin
diger agar ortamlartyla istatistiksel olarak
anlaml Ol¢iide farkli bulunurken (F (4-120,
0.05)=13.0, P<0.0001), izolat (F (5-120,
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R e

Bogaz1 Ciiriikliigii Etmeni

Sekil 1. Pythium nodosum’un elma agacinda olusturdugu apoplektik simptom (A) ve seftali

agacinin kdk bogazinda olusturdugu karakteristik simptom (B)
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Sekil 2. Pytihum nodosum’un 28+1°C’de 2 giin inkiibasyon periyodu sonunda KTA, PDA, MHA,

YUA ve MUA’da gelistirdigi radyal misel gelisimi (mm)

*Degerler denemeden elde edilen, her bir ortamda 6 izolatin olusturdugu radyal misel uzunluk ortalamasidir.

Siitunlarda farkli harf iceren degerler Fisher’n En Kiiciik Onemli Fark
istatistiksel olarak farklidir.

[LSD (%5) = 2.6] testine gore

73



Cukurova Bolgesi’nde Elma ve Seftali Agaclarinda Solgunluk ve Kok Bogaz1 Ciiriikliigii Etmeni

Pythium nodosum’un Tamlanmasi ve Patojenisitesi

0.05)=0.09, P>0.05), ortam x izolat (F (20-120,
0.05)=0.15, P>0.05) etkilesimi istatistiksel
olarak anlamli 6l¢iide farklilik gostermemistir.
Sekil 2’de gorildiigii gibi agar ortamlart
istatistiksel olarak iki farkli sinif ve Pythium sp.
izolatlar1 en iyi radyal misel gelisimini 70.3 ve
69.8 mm olarak sirasiyla KTA ve PDA
ortamlari iizerinde olusturmustur. Pythium
tiirlerinin morfolojik ve kiiltiirel 6zelliklerini
belirlemeye  yonelik  onceki  calismalar
degerlendirildiginde, Ribeiro (1978), Pythium
tirlerinin ¢im bitkileri ile elde edilen agar
ortamlarinda daha iyi morfolojik ve kiiltiirel
karakter olusturduklarim1 bildirmistir. Fakat,
Paul ve ark. (1998)’nin yapmis oldugu c¢alisma
Pythium tiirlerinin KTA agar ortamlari iizerinde
daha yogun miselyumun yani sira sporangium
olusturdugunu bildirmislerdir.

Pythium nodosum: Izolatlar ortamlarda
krem (suda 1slatilmig gibi) ve krizantemi koloni
desenlerini HA, YUA, KTA ve PDA; beyaz
renkli pamuksu krizantemi koloni desenlerini
PDA ve MUA ortamlarinda olusturmustur.
Hifler, girintili ¢ikintili mercanimsi gibi gelisim
gostermis ve 5.9+0.8 um genisliginde ol¢iilmiis
olmasinin yami sira yasl hiflerde bolmeler
goriilmiistiir. Sporangiumlar HA ve YUA
ortamlarinda kolaylikla olugmustur.
Sporangiumlar ¢ogu kez hif uglarinda (Sekil
3A) ve arasinda (Sekil 3B) kiiresel sekilde
olusmustur. Izolatlar 19.844.6 pum caph
sporangium ve kist seklinde  zoospor
olusturmustur (Sekil 3C). Eseyli iireme organi
olan oogonium ve oospor kiiresel, diiz duvarh
ve hif uglarinda sirastyla 20.9+4.7 ve 16.14£3.6
pum ¢apinda olusmustur (Sekil 3D-F). Oosporlar
aplerotik bicimde olusmustur. Antheridiumlar
genelde belirgin  bir bicimde oogonium
ylizeyine genisleyerek temas etmistir. Cogu kez
bu  sekilde genisleyen  antheridiumlar,
antheridium ¢esidinin belirlenmesini
zorlagtirmistir. Doéllenmeden sonra
anteridiumlar ¢an-seklinde oogonium yiizeyine
temas da bulundugu goriilmiistir.

Morfolojik tanilamalar molekiiler
caligmalar ile desteklenmistir. Molekiiler
caligmalar icin segilen izolatlarin ITS gen
bolgesinin baz dizileri, Gen bankasindaki diger
Pythium izolatlarinin baz dizileri Blast analizi
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ile kargilagtirnllmigtir. Blast analizi sonucunda

Pythium nodosum izolatlari, Pythium nodosum

izolatlari, HQ643709.1 ve HQ643708.1

izolatlar1 ile %100 benzerlik gostermistir.
Patojenisite testi

Pythium nodosum izolatlarinin
patojenisite  ¢alismalar1  iklim  odalarinda
yapilmis ve  virlilenslikleri arasindaki

farkliliklar varyans analizi ile karsilastirilmistir.
Izolalarin viriilenslikleri arasinda herhangi bir
farklilik  bulunamamigtir ~ (P>0.05). Fakat
izolatlar kontrollere gore (F(6-112,
0.05)=267.2; P<0.0001), fidanlarin hem anag
hem de ¢esitleri (F(3-112, 0.05)=280.2;
P<0.0001) ve fidan x izolat etkilesimi (F(18-
112, 0.05)=8.0; P<0.0001) istatistiksel olarak
anlamli olgtide farkli bulunmustur. Sekil 4'de
gorildiigii gibi 60 giin inkiibasyon periyodu
sonunda Pythium nodosum izolatlarinin elma ve
seftali meyve fidanlarinin anag¢ ve cesitlerinde
olusan lezyon uzunluklari i¢inde en uzun lezyon
uzunlugu MM106 (53.7 mm) elma anacinda
olustugu saptanmistir. Bunu elma c¢esiti olan
Gala (44.1 mm) izlemistir. Nitekim yapilan
sorveylerde ve ciftgiler tarafindan getirilen
infekteli  bitki dokularinda  gozlemlenen
simptomlarda bu sonucu dogrular niteliktedir.
Fakat Pythium tiirlerinin toprak kaynakli
patojen grubu icerisinde yer almasi, toprak alti
organini olusturan anaclarinin, govdeyi
olusturan kalemlere gore daha dayanikli olarak
secilmelerini gerektirmektedir. Bu genel yargi
ve elde ettigimiz sonug¢ bir biriyle tam olarak
uyusmamaktadir. Bu nedenle konu ile ilgili
onceki galigmalar daha detayli incelendiginde,
Souli ve ark. (2011), Pythium tiirlerine karsi
Anna ve Meski elma c¢esitlerinin MM106
anacina gore daha tolerant oldugunu
belirlemistir. Diger taraftan seftali anaci ve
cesiti olan sirasiyla GF-677 ve H.Blush, elma
anaci ve ¢esitinde belirlenenin aksine, GF-677
(26.5 mm) anac1 H. Blush (36.0 mm) ¢esidine
gore daha tolerant oldugu saptanmigtir (Sekil
4). Nitekim, Hendrix ve Campbell 1973’te
odunsu ve otsu bitkilerin besleyici koklerindeki
ciirimelere Pythium tiirlerinin neden oldugunu
bildirmistir. Son yillardaki ¢aligmalar, 6zellikle
elma ve seftali gibi odunsu bitkilerde, virulens
Pythium tiirleri odunsu bitkilerin kok ve kok
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bogaz1 ve besleciyi koklerinde olusturdugu kayiplarinin nedeni olarak gosterilmistir
infeksiyonlardan dolayi bahgelerdeki agac

Sekil 3. Pythium nodosum’un morfolojik karakterleri. (A) terminal ve (B) interkalari sporangium,
(C) kist seklinde zoospor. (D-F) a: oogonium, b: ¢an sekilli antheridium, c¢: oospor
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Sekil 4. Patojenisite testinde Pythium nodosum’un anag ve gesitlerde olusturdugu ortalama lezyon

uzunlugu.

*Degerler denemeden elde edilen, her bir ana¢ ve gesit i¢in 6 izolatin odun dokusunda olusturdugu lezyon
uzunluklarinin ortalamasidir. Siitunlarda farkli harf igeren degerler Fisher’in En Kiigiik Onemli Fark [LSD
(%5) = 1.9] testine gore istatistiksel olarak farklidir.
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(Mircetich, 1970; Mcleod ve ark., 2009;
Nakova, 2010). Lezyon alanlar1 sorvey
caligmalarinda elma ve seftali bahgelerinde
belirlenen hastalik belirtileri ile benzer olarak
odun dokularinda kahverengi ve kirmizimsi
nekrotik bolgeler seklinde olusmustur. Bu
infekteli  alanlardan  gergeklestirilen  re-
izolasyon calismalarinda izolatlarin tamami
tekrar elde edilmistir. Kontrollerde lezyon veya
herhangi bir hastalik belirtisi olusmamustir.
Calisma sonunda, Koch postiilatlar1 tamamen
gerceklesmis  olmasindan  dolayi;  Pythium
nodosum’un elma ve seftali agaclarinda patojen
oldugu belirlenmis ve diinya genelinde, tarimsal
iiretim alanlarinda Pythium tiirlerinin elma
(Mazzola ve ark., 2002; Tewoldemedhin ve
ark., 2011 Souli ve ark., 2011), kauguk agact
(Zeng ve ark. 2005), seftali (Mircetich, 1970;
Yang ve ark., 2012), bag (Spies ve ark. 2011),
orkide (Tao ve ark. 2011) ve G6levez (Devis ve
ark. 2014) bitkilerinde hastaliklara neden
oldugu bildirilmistir.

Sonuclar

Bu c¢alisma sonuglart genel olarak
degerlendirildiginde izolatlarin agar ortamlar
tizerinde olusturdugu koloni desenleri oldukca
degisken olmasindan dolayir herhangi bir agar
ortaminda Pythium nodosum’a ait belirgin bir
koloni deseni saptanmamugtir. Ayrica izolatlarin
aseksiiel ve seksiiel yapilar1 oldukca degisken
olarak belirlenmistir. Bu nedenle tanilama
caligmalari patojen etmeni tir diizeyinde
morfolojik ve kiiltiirel 6zelliklerine gore
saptamak son derece zor olup, yanilmalara
neden olmaktadir. Molekiiler yontemler bu tip
patojenleri tiir diizeyinde tanilamada biiyilik
avantaj saglamaktadir. Etmenin herhangi bir
aseksuel somatik yapisina ait DNA, molekiiler
teshis i¢in  yeterli bir gen kaynag
olusturmaktadir. Ayrica bu ¢alisma Pythium
nodosum’un elma ve seftali agaglarinda
solgunluk, kok ve kok bogaz1 ciriikligi
olusturarak  meyve  bahgelerinde  agac
kayiplarinin nedenleri arasinda oldugunu ve
uygun kosullarda Phytophthora, Fusarium ve
Verticillium spp. gibi etmenlerle birlikte meyve
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bahgelerinde ekonomik
olusturabileceklerini gdstermektedir.
Tesekkiir
Bu calisma Cukurova Universitesi
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