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Sanlurfa ili peyzaj alanlarindaki gam agaclarinda son zamanlarda sirgiin yanikhig ve geriye
dogru olimler seklinde hastalik belirtileri gériilmistir. Bolgede bu tiir hastalik belirtisi
gosteren agaclarin sayisi gittikce artmaktadir. Tipik hastalik belirtisi gdsteren agacglardan
yapilan izolasyonlar sonucunda, PDA (Patates Dekstroz Agar) besi yerinde gelisen fungal
izolatlarin koloni ve sporlarinin morfolojik gozlemlere dayali olarak hastalik etmeninin
Alternaria spp.’a ait oldugu belirlenmistir. Bolge izolatlari arasindan secilen temsili
izolatlarla yapilan yapay inokulasyon sonucu ¢am fidanlari tGzerinde dogal enfekteli cam
agaclarinda gorilen belirtilere benzer belirtiler goézlenmis olup, fungal etmen bu
dokulardan yeniden izole edilmistir. izole edilen fungal etmenin morfolojik tanisi Internal
Transcribed Spacer (ITS) gen bolgesi (/ITS1-5.85 rDNA-ITS4) ve large subunit (LSU) gen
bolgesi (NL1-NL4) gogaltilip dizilenmesi ile molekiler olarak da teyit edilmistir. Gen
bankasina kaydedilen temsili izolatin (/TS igin erisim no: OR145842; LSU igin erisim no;
OR616592) sekans sonucu Alternaria alternata izolati ile %99.9 oraninda benzerlik
gostermistir. Elde edilen morfolojik ve molekiler calisma sonuglari A. alternata’nin
Turkiye’de yetisen cam agaclarinda silirgtin yanikhgi ve geriye dogru 6lim hastaligl etmeni
oldugu ilk kez bu ¢alisma ile belirlenmistir.

ABSTRACT

Shoot blight and dieback disease symptoms have been observed in the landscape areas of
Sanliurfa province of Tirkiye recently. The number of trees showing symptoms of this
type of disease is gradually spreading in the region. As a result of the isolations made from
the symptomatic trees exhibiting typical disease symptoms, it was determined that the
causative agent was Alternaria spp. based on the morphological observations of the fungal
colonies and fungal structures developing on PDA (Potato Dextrose Agar) nutrient medium.
Following pathogenicity test with using regional represantative isolates, symptoms similar
to those observed in naturally infected pine trees were observed on artificially inoculated
pine saplings and the fungal agent was re-isolated from these tissues. The morphological
identification of the fungal agent was confirmed molecularly by amplifying and sequencing
the Internal Transcribed Spacer (/ITS) gene region (/ITS1-5.85 rDNA-ITS4) and large subunit
(LSU) gene region (NL1-NL4). The sequence result of the representative isolate (Accession
number for ITS: OR145842; accession number for LSU; OR616592) registered in the
GenBank showed 99.9% similarity with Alternaria alternata isolate. According to results of
the morphological and molecular studies, this is the first report of A. alternata as a causal
agent of shoot blight and dieback death disease on pine trees growing in Tirkiye.
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GiRIS

Yaklasik 80 milyon hektarlik alani ile Turkiye, ekojik bakimdan zengin bir gesitlilige sahiptir (Aktan ve ark., 2017). Bu
biyocgesitlilik icinde ormanlar tiir ve kompozisyon bakimindan 6nem tasimaktadir. Ormanlik alanlar, 2015 yili itibari
ile yapilan arastirmalara gore (lke alaninin %28.6’sin1 olusturmaktadir (Kahriman ve ark., 2016). Ormanlik alanin
%33’liik oranini yaprakli agacglar (mese, kestane, kizilagag, glrgen, kayin gibi agac tlrleri), %48’ini igne yaprakh
agaclar (sedir, ladin, kdknar, karagam, kizilgam, sarigam gibi agac tirleri), %19’luk kismini ise karisik ormanlar
olusturmaktadir (OGM, 2015). Ulkemiz, cam tiirleri acisindan oldukca zengin bir yapiya sahiptir. Ulkemizde 400-
2100 m yiukseltilerde yer alan ve cografi olarak en genis yayilisa sahip olan ¢am tiri karagam (Pinus nigra
Arnold)’dir. Karagam yetistiriciligi 6zellikle Ege ve Akdeniz bolgelerinde oldukga yaygin olup daglik ve kullanilmayan
bos arazilere Orman Genel MidurlGgi tarafindan karacam tohumu ve fidani ekilip dikilmektedir. Karacam, toprak
ve bitki ortlsli bakimindan secici olmayip bulundugu bdélgeye hemen uyum saglayan bir 6zellige sahiptir.
Govdesinde derin catlaklar ve boz renginde gévde kabuklari vardir. Boyu 40 m’ye ulasabilen ve 1 m’den fazla en
olusturabilen silindir seklinde diizglin bir gbvdeye sahiptir. Tepe yapisi, 6l¢isiiz bir bicimde blylmeye egilimli olsa
da yuksek mintikalarda ve sik bitki ortiisiine sahip ormanlarda dar ve kii¢liktiir. Geng fidanlar ¢abuk buyir ve her
dem yesil igne yapraklara sahiptir. Karagam yumusak topraklarda kazik kok, sert ve sig yapiya sahip olan topraklarda
ise kalp kok sistemine sahiptir. Nemli, derin, agir killi, killi-kumlu ve kumlu-killi toprak kosullarinda iyi yetisir
(Anonymous, 2018a).

Ormancilikta strdirdlebilirligin saglanmasi yeterli bakim ve koruma ile mimkindir. Oksijen kaynagi bakimindan
onem teskil eden ormanlarimizi mevcut hastalik ve zararllara karsi en iyi bicimde koruyabilmek igin ilk etapta onlari
tehdit eden tehlikeleri ¢ok iyi bilmek ve bu tehlikelere karsi zamaninda tedbirler almak gerekmektedir. Ulkemizde
karagcam alanlarini tehdit eden bircok hastallk ve zararli mevcuttur. Zararlilar olarak; ¢cam kese bdocegi
(Thaumetopoea pityocampa), siinger 6riiclsi (Lymantria dispar), gam ¢ali antenli yaprak arisi (Diprion pini), gam
surglin bliklicst (Rhyacionia buoliana) ve ¢am solgunluk nematodu (Bursaphelenchus xylophilus) yaygin olarak
bulunmaktadir. Zararlilardan sonra orman agaclarinda en dnemli hastalik etmeni funguslardir. Fungus, virls ve
viroid benzeri hastalik kdkenine sahip etmenler; orman agaglarini zayiflatmak, odun dokularinda, ibre, yaprak,
tomurcuk, slirgiin, meyve ve koklerde zarar yapmak ve éldiirmek suretiyle 6nemli kayiplara yol acarlar. Armillaria
mellea (bal sapkali mantari), camgillerin en tehlikeli hastaliklarindan biridir. Melampsora pinitorqua (¢am sirgiin
bikici pasi), bilhassa sarigamlarda oldukga genis alanlarda etkilidir. Lophotdermium pinastri (cam yaprak dokimi
mantari), Peridermium pini (cam ibre kabarcik pasi) ve Coleosporium tirleri cam agaci 6limlerine sebep olmaktadir
(Anonymous, 2018b).

Yirmiden daha fazla ¢am tiiriini enfekte eden fungal etmen Diplodia pinea, ilk olarak Avusturya (Pinus nigra)
camlarinda ve iskog (Pinus sylvestris) ¢camlarinda gorilmistir (Peterson, 1981). Daha sonra 1900’lii yillarin
baslarindan beri Amerika ve civarindaki alanlarda (rizgar kesici agaglandirmalar ve park alanlar) yayginlik
gbstermistir. Giney yarimkiirede (Yeni Zelanda, Avustralya ve Giiney Afrika) ve Kaliforniya’da P. radiata ile genis
olclide yapilan agacglandirma calismalarinda bu mantar c¢ok ciddi hastaliklar ve dolayisi ile kayiplar meydana
getirmistir (Peterson, 1981). Ulkemizde ise Kahramanmaras bélgesinde P. nigra, P. brutia ve P. elderica tiirlerinde
zarar yaptigl Orman Bakanligi tarafindan rapor edilmistir (Stimer, 2000).

Gurel ve ark. (1993) kavaklarda Crytodioporthe populea, Cytospora chrysosperma; goknarlarda Cytospora abieti;
camlarda Cytospora pinastri, Lophodermium pinastri; okaliptislerde Cytospora eucalypti, Endothia gyrosa, Endothia
hawaniensis turlerini tespit etmislerdir. Diplodia sapinea, 6l siirglinler ve kozalaklar Uzerinde kisa sirede
piknidyum formuna donlserek fungal etmenin hayatta kalmasinda 6nemli rol oynayan inokulum kaynagini
olusturmaktadir (Palmer ve ark., 1988).
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Soylu ve ark. (2001) Kahramanmaras boélgesi ormanlarindaki cam agaclari tGizerinde kurumalara sebep olan hastalik
etmenlerinin belirlenmesi yonelik yaptiklari ¢alismada, ¢camlarda stirglin ucu yanikhg hastalik etmeni Sphaeropsis
sapinea (Fr.) Dyko & Sutton (Diplodia pinea (Desm.) Kickx), ve Scleroderris kanseri etmeni Gremmeniella abietina
(Lagerb.) Marelet (Scleroderris lagerbergii Gremmen) ve kahverengi lekeli igne yanikhg hastaligi etmeni
Mycosphaerella pini’yi belirlemislerdir. Yapilan izolasyonlar sonucunda, fungal etmenlerin kizilgam (Pinus brutia) ve
iran cami (P. elderica) izerinde genellikle ayri ayri veya birlikte bulundugu bildirilmistir.

Tiirkiye’de Cedrus libani Gizerinde kok ve stirgiinlerde lezyonlara yol acan Diplodia sapinea adindaki fungal etmen
ilk defa rapor edilmistir (Oskay ve ark., 2018). Yine Sanliurfa’da yuritilen bir calismada, ¢camlarda (Pinus spp.)
slirglin ve igne yanikligina neden olan Neoscytalidium dimidiatum etmeni Tirkiye'de ilk defa rapor edilmistir
(Tirkélmez ve ark., 2019). Cin’de bir cam tlrQ olan Pinus bungeana’nin igne yapraklarinda yanikliga neden olan
Alternaria alternata etmeni ilk defa rapor edilmistir (Zhang ve ark., 2023). Soylu ve Kurt (2011) Orman fidanlarinda
solgunluk, kok ve kokbogazi ¢lirlikliiklerine neden olan toprak kdkenli etmenlerin belirlenmesine yonelik yaptiklar
calismalarda Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolicola, Fusarium spp.’a ait bir ¢ok
fungal hastalik etmeninin varhgini bildirmislerdir.

Son yillarda (6zellikle son 7 yil) cam agaclarinda sicaklik artisi ve kuraklik ile birlikte artan kurumalarin etiyolojisinin
sadece abiyotik stres etmenleri olmadigi, patojen faktérinin de 6nemli rol oynadigi gorilmistir (Tirkélmez ve
ark., 2019). Kurumalardan buyik pay sahibi oldugu diisiintlen patojenin morfolojik ve filogenetik yollarla tanisinin
yapilmasi amaclanmis, daha sonra ilgili patojenin abiyotik stres kosullarina adapte olup olmadigi incelenmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Bu calisma, Harran Universitesi Ziraat Fakdltesi Bitki Koruma Béliimii Fitopatoloji Laboratuvarinda yiiriitilmistir.
Sanliurfa’da ¢am agaclarinin yetistirildigi peyzaj alanlarinda bulunan bitkilerden alinan 6érnekler ¢alismanin ana
materyalini olusturmustur. Ayrica calismada ¢esitli kimyasallar, alet ve cihazlar kullaniimistir. Calismada kullanilan
ornekler hastalik belirtisi gosteren, kurumakta olan ¢gam agaclarinin yaprak ve siirgiinlerinden alinmistir.

Yontem

Fungal izolasyon

Sanliurfa ili genelinde, park ve peyzaj alanlarinda hastalik belirtisi gosteren cam agaclarindan ibreli yaprak stirgiin
ve dal 6rnekleri toplanmistir (Bora & Karaca, 1970). Bu drneklerden izolasyon yapmak icin 6ncelikle PDA (Patates
Dekstroz Agar) besi ortami hazirlanmistir. Bunun igin 39 g PDA hassas terazide tartilip cam sisede 1 L saf suyun
icerisine ilave edilip homojen hale gelene kadar isitilarak karistiriimis ve 121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.
Otoklavdan ¢ikarilan besi ortamina 50 mg L™ antibiyotik (streptomisin) eklenip karistirildiktan sonra Petri kaplarina
esit miktarlarda dokiilmistir. Yizey sterilizasyonu igcin ¢cam agaclarindan alinan bitki 6rnekleri gesme suyu ile
durulandiktan sonra 2-4 mm’lik kiiglk pargalara ayrilip %1’lik NaOCI ¢ozeltisi igerisinde 1 dakika siire ile sterilize
edilmistir. Daha sonra 3 kez saf suda durulandiktan sonra %70’lik alkole birkag kez daldirilp tekrar 3 kez saf suda
durulandirilmistir (Kurt ve ark., 2020). Daha sonra steril kurutma kagidina alinan bitki parcaciklari kuruduktan sonra
her petriye 5 adet olacak sekilde yerlestirilmistir (Michaillides ve ark., 1992; Kilin¢ ve ark., 2022). Petri kaplarinin
etrafi parafilm ile sarilarak 25°C’deki inkiibatérde bekletilmistir. 7-10 glinliik inkiibasyon siiresi sonunda petri
kaplarinda gelisen kolonilerin rengi, sekli ve yapisi gibi makroskobik ve pigment varligi, konidi sekli, rengi, misel
varhgi, septa olusumu gibi mikroskobik 6zellikleri OLYMPUS BX5 arastirma mikroskobu araciligiyla goézlemlenip
konidi ¢ap ve uzunluklari icin 50 adet konidi sayimi yapilmistir. Cam agaclarindan yapilan izolasyonlar sonucunda
makroskobik ve mikroskobik olarak ¢cok sayida birbirine benzer izolat elde edilmis, aralarindan bir tane temsili izolat
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secilmis ve tim ¢alismalar bu izolat tizerinden devam edilmistir.

Funguslarin tek spor izolasyonu

Hastalik etmenine ait tek spordan gelisen koloniler elde etmek icin PDA (Patates Dekstroz Agar) ortaminda saf olarak
gelisen etmenden bir igne yardimi ile miselleri ve makrokonidileri alinip steril saf suda karistirilmis ve seri
seyreltmeler sonucu (10*) konidi ve misel barindiran seyreltme suyu petri kaplarina ilave edilip, besi ortaminin tim
ylzeyine yayillmistir (Soylu ve ark., 2023). Kontaminasyonu 6nlemek icin PDA ortamina antibiyotik (streptomisin)
ilave edilmistir. Petriler 5-7 giin sire ile 25°C’de inklibasyon siirecine birakilmistir. Seyreltme sonrasi tek spordan
gelisen miselden steril bistiri ile kiiglk bir hif parcasi alinarak gelismek lizere PDA igeren baska bir Petri kabina
aktarilmistir. Gelisen saf kiltrler patojenisite calismalari ve molekiler ¢alismalarda kullaniimistir.

Fungus izolatlarinin saklanmasi

Saf olarak elde edilen Alternaria spp. kiltlrleri, PDA ortami iceren Petri kaplarindaki Whatman kagitlarinda
gelistirilmistir. Bunun igin gelisen fungal etmenden steril bistiiri ile kiiglik bir par¢a alinarak steril Whatman
kagitlarinin Gzerine eklenmis ve gelismek {izere 7-10 giin boyunca 25°C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonunda lzeri misellerle kaplanan Whatman kagidi steril bir pens yardimi ile ortamdan alinip steril kabindeki Petri
kaplarinda kurutulmustur. Kurutulan izolatlar steril kagit zarflara konularak -20°C’'de muhafaza edilmistir (Uysal ve
ark., 2022).

Patojenisite testleri

Patojenisite testlerinde, kurumakta olan ¢am agaclarinin stirglinlerinden alinan 6rneklerden elde edilen izolatlar
kullanilmistir. Strgtinlerden elde edilen her izolat icin ikiser adet saglikli cam fidani kullaniimistir. Cam fidanlarinin
yapraklari %70’lik etanol ile dezenfekte edilerek siirgilinler bir igne ile yaralanarak, saf kiiltiirden bu yaralara etmen
inokule edilmistir. Kontrol bitkileri ise suni olarak acgilan yaralara steril igne inokulasyonu ile olusturulmustur.
Fidanlar, 24°C ve % 80 nem iceren iklim odasinda 1 ay inkiibe edildikten sonra, dogal kosullara alinmis; bu asamada,
iki ayri fidanin Gg farkl dalindaki strginlerine saf olarak izole edilen patojenin 10° spor mL™ konsantrasyonu
puskdrtilmustir. Kontrol bitkilerine ise saf su puskirtilmastir (Kiling ve ark., 2022). Daha sonra fidanlar,
simptomlar agisindan degerlendirmenin yapilacagi tarihe kadar dogal kosullarda sulama ve bakim islemleri yapilarak
muhafaza edilmistir.

DNA izolasyonu

Calismada Ahrens ve Seemiller (1992) tarafindan gelistirilen DNA izolasyon metodlari kiigik modifikasyonlar
yapilarak hastalikli gam agaclarinin siirglin ve ibreli yapraklarindan izole edilen saf funguslarin miselleri Gzerinden
CTAB (Cetyltrimethyl ammonium bromide) Buffer protokoliine gére TNA (Total Nukleik Asit) izolasyonu
gerceklestirilmistir (Berbee ve ark., 2003; Andrew ve ark., 2009). Bunun igin saf olarak gelistirilen miseller Petri
kaplarindan bir Cork borer ile alinip bu misel diskleri 2 mI’'lik Eppendorf tiiplere konulmustur. Eppendorf tiplerin
icine konulan fungus miselleri; Gzerine 150 uL DNA extraksiyon buffer ilave edilerek steril bir plastik cubuk
yardimiyla ezilmistir. lyice ezilen misellerin {izerine 850 pL daha DNA extraksiyon bufferi ilave edilmistir. Daha sonra
misel ekstraktini iceren tipler 500 rpm’de 5 dk santriflij edilmistir. Santrifiijden cikartilan tiplerin slipernatant
kisimlarindan (Ust faz) 600 plL alinarak steril Eppendorf tiplerine aktariimistir. Daha sonra bu tlpler sicak su
banyosunda 65°C’de 30-45 dk inkiibe edilmistir. Sicak su banyosundan ¢ikartilan ve fungusa ait DNA sollisyonunu
iceren tlplere 600 pL kloroform izoamil alkol (24:1) soltisyonu ilave edilerek 1 dk vortex ile homojenize edilmis ve
daha sonra tupler 12.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiijden ¢ikartilan Eppendorf tliplerinin stipernatant
kisimlarindan 500 pL alinarak yeni Eppendorf tiiplerine aktariimistir. Eppendorf tiiplerine tekrar 500 pL kloroform
izoamil alkol eklenerek 1 dk vortex ile karistirilmis ve tlpler santrifiije yerlestirilerek 12.000 rpm’de 10 dk santrifij

215


http://dergipark.gov.tr/mkutbd

MKU. Tar. Bil. Derg. / MKU. J. Agric. Sci. 2024, 29(1): 212-223 Arastirma Makalesi / Research Article

edilmistir. Santrifijden cikan tliplerden tekrardan slipernatant kismindan 300 pl alinmis ve yeni tiiplere ilave
edilmistir. Eppendorf tiplerinin izerine 300 ul isopropanol alkol ilave edilerek karistirilmis daha sonra -20 °C'de 1
saat bekletilmistir. -20 °C’den ¢ikartilan Eppendorf tlpleri 12.000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmis ve santrif(j
isleminden sonra pelet kisimlari alinmistir. Eppendorflara 1000 ul etanol (-20 °C’de %70) eklenerek 15 rpm’de 5 dk
santriflij edilmistir. Eppendorf tlplerindeki peletler daha sonra kurutma kagidinin Ulzerinde ters gevirilerek
kurutulmustur. Kurutma islemi sonrasinda 50 pl steril saf su veya TE tamponu tiiplere ilave edilmistir. Elde edilen
DNA o6rnekleri +4°C’de 24 saat bekletilmeye birakilmistir (daha sonraki kullanim igin -20°C’de muhafaza edilmistir).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Fungal izolatlar ITS (internal transcribed spacer) primerleri (/TS1: 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ ve ITS4: 5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White ve ark.,, 1990) ve LSU (large subunit) primerleri (NL1: 5’-
ACCCGCTGAACTTAAGC-3' ve NL4: 5'-TCCTGAGGGAAACTTCG-3’) (Vilgalys & Hester, 1990; Rehner & Samuels, 1994)
kullanilarak PCR y6ntemi ile tanilanmistir. PCR islemi Cizelge 1’de belirtilen kosullarda gerceklestirilmistir. Her iki
gen bolgesi de ayni PCR kosullarina tabi tutulmustur.

Cizelge 1. Calismada kullanilan ITS1-/TS4 ve NL1-NL4 primerlerinin PCR kosullari
Table 1. PCR conditions of the ITS1-ITS4 and NL1-NL4 primers used in the study

PCR Agsamalari Sicakhik Siire (dakika) Dongii Sayisi
ilk denatiirasyon 95°C 3 1
Denatiirasyon 95°C 1 35

Primer baglanmasi 55°C 2 35

Uzama 72°C 3 35

Son uzama 72°C 10 1

PCR sonucunda ¢ogalan DNA’lar %1’ lik agaroz jel araciligi ile UV 1sik altinda kontrol edilmistir.

Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforeziigin %1’lik agaroz,, 1X TAE (40 mM Tris, 20 mM glacial asetik asit, 1 mM EDTA) sollisyonunda,
mikrodalgada isitilarak ¢ozdurilmustir. Agaroz jel icine DNA'nin UV isik altinda gorilebilmesi icin 60 pl (1 mM stok)
etidhium bromide eklenmistir. Jel soguduktan sonra, sollsyon jel tankina dokilmus, taraklar yerlestirilmistir. Jel
polimerize olduktan sonra taraklar gikarilip 1XTAE buffer iceren elektroforez tankina alinmig, DNA marker’leri ve
ornekler ylklendikten sonra 80 voltta 80 dakika boyunca elektroforez islemi yapilmistir. Elektroforez siireci bittikten
sonra elde edilen jel, UV Transilluminator (Daihan) cihazi ile gorintilenmis ve c¢ogaltilan bant boyutlar tespit
edilmistir (Galitelli & Minafra, 1994).

BULGULAR ve TARTISMA
Fungus izolatlarinin morfolojik karakterizasyonu
Bu calismanin amaci, Sanliurfa’daki ¢cam agaclarinda kurumalara neden olan fungal patojenlerin belirlenmesidir.

Yapilan arazi gbzlemleri sonucu ¢am agaclarinda yaprak ve sirgilinlerde kuruma, dal kurumalari, dallarda yaniklik ve
geriye dogru 6lim seklindeki belirtiler gdzlenmistir (Sekil 1 ve Sekil 3A).
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Sekil 1. Arazide cam agaclarinda gézlemlenen genel kurumalar (A), izole edilen Alternaria alternata etmeninin
Petri kabindaki misel kolonisi (B) ve etmenin mikroskoptaki gortintiisa (C)
Figure 1. General drying observed on pine trees in the field (A), mycelial colony of isolated Alternaria alternata in
Petri dish (B) and microscope image of the isolated agent (C)

Cam agaclarinin hastalik belirtisinin gorildtgi sirglin ve dallarindan hastaliga neden olan Alternaria alternata tiri
izole edilmistir. Genis konukgu dizisine sahip olan Alternaria spp. fungusu ¢ok sayida saprofitik ve patojenik tirden
olusmaktadir. Yapilan izolasyon sonucunda Petri ortaminda fungal etmenin misel goriintlist siyahimsi koyu yesile
¢alan bir gériintl sergilemistir (Sekil 1B). Uzun konidiosporlara sahip zincirli bélmeli ve ters armut gériinimiinde
konidiyal yapilar olusturmustur (Sekil 1C). Miselyal yapilarin gorinti ve gelisimleri, Zhang ve ark. (2023)'nin
Bungeana cami (Pinus bungeana)’'nda rapor ettikleri Alternaria alternata etmeni ile uyum halinde olup etmen
morfolojik olarak benzer gelisimler géstermistir. A. alternata’nin hifleri kalin ve pamuksu bir yapida olup miseller ilk
basta renksizken daha sonra soluk kahverengi ve siyaha donmistir. Konidioforlar tek tek ayrilip soluk kahverengi
olarak gozlemlenmistir. 50 adet konidi 6lcimi{ sonucunda, konidilerin ortalama boy uzunlugu 88.65 um, cap
uzunlugu ise 27.10 um olarak olgUlmustlr. Fungus, konidiyal ve miselyal anamorflarinin teshis kriterlerine gore
Alternaria alternata olarak tanilanmistir. Survey calismalari, izole edilen ve birbirlerine benzer izolatlarin morfolojik
yapisinin A. alternata ile uyumlu oldugunu gostermistir. Koch postulatlari, dogal sartlarda hastalik belirtileri
gosteren ¢am agaclarindan elde edilen Alternaria sp.’nin saglkli cam fidanlarinda da benzer belirtilere yol agip
acmadigini saptamak amaciyla calismada etkili bir sekilde kullanilmistir.

Molekiiler karakterizasyon

PCR ¢alismalarinda, /TS gen bolgesi icin 600 bp, LSU gen bélgesi icin 700 bp civarinda bantlar gézlemlenmistir.
Molekiler analizler sonucu izolatlarin Alternaria alternata oldugu belirlenmistir. Cam peyzaj alanlarindan izole
edilen A. alternata etmenlerinin izolatlari, ¢ift yonlii DNA sekansi icin MEDSANTEK firmasina génderilmis ve bu
izolatlarin hepsi BLAST analiziyle A. alternata etmenine %99.9 benzer bulunmustur. Bu nedenle bu izolatlardan
temsili olarak OR145842 (ITS) ve OR616592 (LSU) erisim numarali bir izolat segilmis ve geri kalan ¢alismalar bu izolat
ile yaratllmustar. /TS ve LSU gen bolgesi primerleri ile amplifiye edilen PCR drinleri sekans analizi sonrasi, forward
ve reverse dizileri Bioedit programi (Hall, 1999) vasitasi ile birlestirilerek tek dizi haline getirilmistir. Gerekli baz
diizenlemeler sonucunda dizilerin BLAST analizi yapilmis, daha sonra NCBI (National Center for Biotechnology
Information) gen bankasindaki diger izolatlar ile karsilastiriimasi yapilmis ve izolat bilgileri Cizelge 2’de verilmistir.
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Cizelge 2. NCBI'da kayith olan 35 Alternaria tirinin ITS gen bolgesine ait bilgileri

Table 2. ITS gene region information of 35 Alternaria species registered in NCBI

izolat kodu Tiir ismi Konukgu Ulke Erisim
numarasi
CBS 879.95 Alternaria burnsii Sorghum sp. United Kingdom KP124422
CBS 103.30 A. tomato Solanum lycopersicum Netherlands KP124445
CBS 133751 A. jacinthicola Eichhornia crassipes Mali KP124438
CBS 878.95 A. jacinthicola/tenuissima Arachis hypogaea Netherlands KP124437
CBS 118817 A. burnsii/tinosporae Tinospora cordifolia India KP124424
CBS 118816 A. burnsii Rhizophora mucronata India KP124423
CBS 110.50 A. burnsii/gossypina Gossypium sp. Mozambique KP124421
CBS 107.38 A. burnsii Cuminum cyminum India KP124420
EGS 39-128 A. arborescens Pistachio USA AF347033
CBS 100.23 A. gossypina Malus domestica Netherlands KP124429
CNU131062 A. palandui Cucurbita maxima Korea K1862254
CBS 479.90 A. alternata Citrus unshiu Japan KP124319
CBS 106.24 A. alternata Malus sylvestris USA KP124298
CBS 118809 A. alstroemeriae Alstroemeria sp. Australia KP124297
CBS 106.34 A. lini linseed Ireland Y17071
CBS 102600 A. alternata Citrus reticulata USA KP124331
CBS 101.13 A. geophila Switzerland KP124392
CBS 104.32 A. gossypina Gossypium sp. Zimbabwe KP124430
CBS 102604 A. alternata Citrus x tangelo 'Minneola' Israel KP124334.
CBS 102597 A. alternata Citrus x tangelo 'Minneola' USA KP124432
CBS 195.86 A. alternata Euphorbia esula Canada KP124317
EGS 34-015 A. tenuissima pistachio USA AF347032
CBS 119399 A. alternata Citrus x tangelo 'Minneola' USA KP124361
CBS 118488 A. gaisen Pyrus pyrifolia Japan KP124427
CBS 107.36 A. gossypina Indonesia KP124431
CBS 102601 A. gossypina Citrus x tangelo 'Minneola' Colombia KP124433
CBS 121333 Alternaria longipes Nicotiana tabacum USA KP124444
Pinus- A. alternata*® Pinus sp.* Turkey* OR145842*
Blight63ITS *
Bda A. alternata China MZ823463
B2b A. alternata China MZ823467
CBS 121455 A. alternata Broussonetia papyrifera China KP124368
CBS 118810 Alternaria betae-kenyensis Beta vulgaris var. cicla Kenya KP124419
CBS 118486 A. iridiaustralis Iris sp. Australia KP124435
CBS 124392 Alternaria alternantherae Solanum melongena China KC584179

*Mevcut calismada tespit edilen tiirin ITS gen bolgesine ait izolat bilgileri.

Cizelge 2’de bulunan ve ITS gen bolgesi erisim numaralari araciligiyla elde edilen diziler ile MEGA XI (MEGA_11.0.13)
yazihm paketi kullanilarak filogenik agag olusturulmus ve diinyadaki Alternaria alternata tirleri ile olan benzerlikler
ve farkhhklar analiz edilmistir (Kumar & ark., 2016). Filogenetik analizler i¢in kullanilan izolatlar ile bu ¢alismada
tanisi yapilan OR145842 izolatinin bir araya gelmesinden elde edilen dendogram Sekil 2’de verilmistir. Dis grup
olarak Alternaria alternantherae tiri segilmistir.
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— A, bumsitenuissima strain CBS 879,95 from UK (KP124422 1)

A. tlomato strain CBS 10330 (KP124445.1]

A, paciniicola strain CBS 133751 from Mali (KP1:24438.1)

A, fecinihleolaltenuissima strain CBS 878,05 from Mauritius (KP124437.1)

Bk B B OB Ok

A

T E R

A

A. bumsziifirosporae strain CBS 118817 from India (KP124424.1)

A. burngii strain CBS 118818 from India (KP124423.1)

A, burnsiigossyping strain CBS 110,50 from Mozanbique (KP124421.1)
A. bumsil strain CBS 10738 from India (KP124420.1)

. arbore scens strain EGS 38128 from USA (AF34T033.1)
. gossypinafgrossularae strain CBS 100,23 (KP124429.1)

palandi isolate CHUT31082 from LISA (KJ352254.1)
alternaladjelucida strain CBS 470,90 (KP124319.1)

. aifermataimal strain CBS 108.24 from USa (KP124288.1)

alstrogmeariae strain GBS 1188 from Australia (KP124257.1)

, bl isolate CBS 106,34 (Y17071.1)
. alfernatatoxicogenica strain CBS 102600 from USA (KP124331)
. geophila strain CBS 101,13 from Switzedand (KP124352.1)

gossyping strain CBS 104.32 trom Zibbabwe (KP124430.7)
A, altermataidumosa strain CBS 102604 from lsrael (KP124334 1)

. gossypinatangelonis strain CBS 102887 from USA (KP 124432 1)

. altermata‘angusiovoidea strain CBS 19588 from India (KP124317.1)
. tenuwissima strain EGS 34015 from UK (AF347032.1)

. alternalal posimessiastrain CBS 1183089 from USA (KP124361.1)

. gaisen strain CBS 118488 from Japan (KP124427.1)

. gossypinagnsea sirain CBS 107.38 from Indonesia (KP124431.1)

gossypinafcolombiana strain CBS 103601 from Colombia (KP124433.1)
longipas strain CHS 121333 from USA (KP124444.1)

B Pinus blight disease agent from Sanliurfa

A aiternata isolate B4a from China (MZB23463 1)
A aitemataisolate B2b from China (MZB23467 1)
A atternatabrovssonalias strain CES 121455 from China (KP1243688.1)

A betae-kevyensis sirain CBS 118810 from Kenya (KP124419.1)

A iridiausirals strain CBS 118486 from Australia (KP124435 1)

—
oaz

A, alternantherae sirain CBS 124382 from China (KC584179.)

Sekil 2. Neighbour-joining methodu kullanilarak ¢am agaclarindan elde edilen Alternaria alternata etmeninin
(kirmizi isaretli izolat= OR145842) ITS gen bolgesine ait filogenetik analizi (MEGA XI programi kullanilarak

yapilmistir)

Figure 2. Phylogenetic analysis of the ITS gene region of the Alternaria alternata agent (red marked isolate=
OR145842) obtained from pine trees using the neighbour-joining method (performed using the MEGA XI|

program)
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Patojenisite testi ve reizolasyon

Patojenisite testi yapildiktan 20 gilin sonra inokulasyon yerlerinde kahverengi lezyonlar ve sirgin kurumalari
meydana gelmistir. Gozlemlenen simptomlar, arazide gorilen simptomlara benzer yapilarda olup, kontrol bitkisinde
herhangi bir simptom olusmamistir. Patojenisite sonucu govdelerde goriilen ilk belirtiler ve bu noktalardan elde
edilen hastalik etmeni Sekil 3'te gosterilmistir. Sera kosullarinda 2 yasindaki cam agaci siirglinlerine sprey edilen
10°® spor mL? yogunlugundaki spor soliisyonu ile yapilan patojenisite calismasi sonucunda siirgiin ve ibre
yapraklarda kurumalar meydana gelmistir.

Sekil 3. Arazideki cam agaclarinda gorilen geriye dogru 6lim (A); kabuk alti gévde nekrozu (B); patojenisite
sonucu siirglinde goriilen kuruma (C) ve ibreli yapraklarda geriye dogru kurumalar (C-D); reizolasyon
sonucu Alternaria alternata etmenine ait Petri kabi gérinttsi (E) ve mikroskop gorintisi (resim
Gzerinde 100um’lik bar gcubugu verilmistir) (F)
Figure 3. Dieback observed in pine trees in the field (A); stem necrosis under the bark (B); drying of shoots as a
result of pathogenicity (C); and retrograde drying of coniferous leaves (C-D); Petri (E) and microscope
image of Alternaria alternata as a result of reisolation (100um bar on the photo) (F)

ispanya’da Pinus halepensis tizerinde izole edilen ve geriye dogru 6liime neden olan fungal patojenler arasinda en
yaygin bulunan tiir Alternaria alternata etmeni olup bunu Leptostroma pinastri, Aspergillus niger, Diplodia pinea ve
Phomopsis sp. izlemistir (Botella ve ark., 2010). Bir diger ¢calismada Meksika’da Pinus patula agaclarini hastalandiran
etmenlerin tanimi yapilmis ve patojen olan etmenlerden bir tanesinin A. alternata odugu tepit edilmistir (Gutierrez-
Flores ve ark., 2020). Cin’de Pinus bungeana’da igne yanikligina yol agan A. alternata tiirG rapor edilmistir (Zhang
ve ark., 2023). Yine mevcut ¢alismada ¢am agaclarinda yaprak ve siirgiin kurumalarina yol agan A. alternata tiri
tespit edilmistir.
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Mevcut ¢alismada yapilan goézlemlerde, A. alternata hastalik etmeninin hangi sekilde bitkiye temas ederse etsin
surglin ve nihayetinde agag kurumalarina yol agtigi gozlemlenmistir. Fungal etmenin yara yerlerinde kolonize oldugu
ve hastaligin seyrinde bu yaralarin 6nemli rol oynadigi da goriilmustir. Bu nedenle aga¢ budanmalari sirasinda
olusan mekanik zararlarin hastaligin yayillmasinda etkili olacagl 6ngorilmdistir. Yaralanmalara abiyotik stres
faktorleri (dolu, don, kuraklk, sicakliktan dolayr gévde catlamalari ve yildirnm dismesi, vb.) yaninda vektorel
boceklerin penetrasyon kabiliyetine sahip oldugu da duslintliirse bu tip fungal etmenlerin daha hizli ve etkili
enfeksiyon yapabilecegi goz ardi edilmemelidir. Bu etmenler ve faktorler ile micadele edilmesi hastaligin
kontroliinde etkin rol oynayacaktir.

Alternaria alternata’nin veya Botryosphaeriaceae familyasina ait olan patojenlerin de benzer etkiler olusturdugu
gbz 6nlne alinirsa fakiltatif ve saprofit patojenlerin ciddi ekonomik kayiplara yol acabilecegi ve ormanlar gibi dogal
varliklarimizi tehlike altinda birakacagi 6ngérilmektedir.

Sonug olarak, bu ¢calismada Sanlurfa il genelinde parklarda ve peyzaj alanlarinda son zamanlarda kurumalara yol
acan hastalik etmeni izole edilmistir. Morfolojik ve molekiler karakterizasyonlar sonucu kurumalara neden olan
etmenin Alternaria alternata oldugu tespit edilmistir. Yapilan literatlr arastirmasinda, bu hastalik etmeninin
Turkiye’ de cam agaclarinda daha 6nce herhangi bir kaydi bulunmamakla birlikte, etmenin bélgede ve Tiirkiye’de
¢am agaclarinda hastalik etmeni oldugu ilk defa bu calisma ile tespit edilmistir. Cam agaclarinin kurumasiyla ilgili
olarak bolgede yiritilmis herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bu hastalik etmeninin daha 6nce Cin’de yetisen
camlarda gorildiagi bildirilmistir (Wang & Guo, 2007; Zhang ve ark., 2023). Mevcut ¢alisma ile agaclarin kurumasina
neden olan biyotik etmenin arastiriimasi, belirlenmesi ve hastalikla miicadele olanaklarinin gelistiriimesinde 6nemli
bir adim atilmistir. Cam agaclarinda sorun teskil eden bu hastalik etmeninin hastalik siddeti ve hastalik indekslerinin
belirlenmesi hakkinda nasil bir miicadele metoduna basvurulmasi gerektigi hakkinda ilk asama tamamlanmustir.
Bitkinin savunma mekanizmasinin 6zellikle biyokimyasal tepkilerinin belirlenmesi hem cevre saghgi hem de
dayanikli turlerin gelistirilmesi igin dGnemli bir kriter olacaktir.
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