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OZET
TOKAT KOSULLARINDA YETISTIRILEN UZUM CESITLERINDE ENDOFITIK
FUNGUSLARIN BELIRLENMESI VE MOLEKULER YONTEMLE
KARAKTERIZASYONU

Yagci, Arife
Yiiksek Lisans
Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Bahge Bitkileri Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Riistem CANGI
Ikinci Danisman: Dog. Dr. Davut Soner AKGUL
Ocak 2022, xii + 107 sayfa

Endofitler, yiiksek bitkilerin intra/interseliiler dokularinda yasayan ve konukgu bitkide
herhangi  bir  belirtiye neden olmayan mikroorganizmalardir.  Endofitik
mikroorganizmalar dogada bitkilerin gelisimlerinde, biiyiimesinde, streslere, hastalik ve
zararlilara toleransinda ve adaptasyonunda rol oynayan farkli fonksiyonlara sahiptir. Bu
calismada farkli liziim gesitlerinin dormant ¢eliklerde bulunan endofitik fungus floranin
incelenmesi, bunlarin morfolojik ve molekiiler olarak karekterizasyonu, saptanan
endofitik funguslarda patojenite testleri yapilmasi ve bazi asma govde hastaliklarina
neden olan etmenlere karsi antogonistik etkilerinin belirlenmesi amaglanmigtir.
Calismada bitkisel materyal olarak Tokat ilinde yetistirilen standart sofralik {iziim
cesitleri (18 adet), yoresel iiziim ¢esitleri (12 adet), Narince {liziim ¢esidine ait klonlar (21
adet) ve asili-asisiz bazi Amerikan asma anaglar1 kullanilmistir. Dormant ¢eliklerin ig
dokularindan alinan Orneklerde yapilan izolasyon, DNA ekstraksiyonu, PCR, jel
elektroforez islemleri ve gen sekanslama igslemleri sonucunda; Klasik ve molekiiler tani
sonuglarina goére dormant materyallerde 23 adet endofitik fungus (Acremonium
aegyptiacum, A. fusidioides, A. hyalinum, A. sclerotigenum, Alternata alternata, Alt.
infectoria, Aspergillus ochraceus, A. piperis, Athelia bombacina, Aureobasidium
pullulans, Cerrena unicolor, Cladosporium cladosporioides, Epicoccum nigrum,
Fusarium avenaceum, Neosetophoma clematidis, Neosetophoma italica, Oidiodendron
cerealis, Paraconiothyrium fuckelii, Penicillium commune, Phoma tropica,
Pseudogymnoascus pannorum ve Sarocladium strictum) belirlenmistir. Patojenisite
testlerinde bu tiirler asma fidanlarinda herhangi bir lezyon olusturmamislardir. Ayrica
calismada 7 adet patojen fungus (Botryosphaeria dothidea, Cadophora luteo-olivacea,
Cytospora sp., Cytospora salicacearum, Diatrype stigma, Neonectria ramularia ve
Truncatella angustata) tiirii saptanmistir. Viriilent oldugu diisiiniilen funguslarda lezyon
uzunluklar1 6-65 mm arasinda degiskenlik gostermistir. En viriilent fungus 65 mm ile
Botryosphaeria dothidea’da meydana gelmistir. Endofitik tiirlerden Acremonium
aegyptiacum, Epicoccum nigrum, Fusarium avenaceum, Neosetophoma clematidis ve
Pseudogymnoascus pannorum tiirleri patojenik Botryosphaeria dothidea, Diatrype
stigma, Cadophora luteo-olivacea, Cytospora salicacearum ve Truncatelle angustata’ya
kars1 yiiksek diizeyde antagonistik etki gostermislerdir. Belirlenen endofitik funguslarin
asma govde hastaliklariyla iliskili patojenlere karsi énemli bir biyokontrol potansiyeli
olabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Vitis vinifera, asma anaci, biyolojik miicadele, patojen, ikili kiiltiir
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.Endophytes live in intra/intercellular tissues of taller plants and these microorganisms do
not cause any symptoms in the host plant. Endophytic microorganisms have different
functions playing important roles in development, growth, tolerance and adaptation of
plants to stresses, diseases and pests in the nature. In this thesis, it was aimed to examine
the endophytic fungal flora in dormant cuttings of different grape varieties, to characterize
them morphologically and molecularly, to perform pathogenicity tests on the detected
endophytic fungi and to determine their antagonistic effects against the factors that cause
some grapevine stem diseases. Standard table grape cultivars (18 each) grown in Tokat
province, local grape cultivars (12), clones of Narince grape cultivar (21) and some
grafted and ungrafted American grapevine rootstocks were used as the plant material of
the study. As a result of isolation from the samples taken from the internal tissues of
dormant cuttings, DNA extraction, PCR, gel electrophoresis processes and gene
sequencing processes, classical and molecular diagnoses, 23 endophytic fungi
(Acremonium aegyptiacum, A. fusidioides, A. hyalinum, A. sclerotigenum, Alternata
alternata, Alt. infectoria, Aspergillus ochraceus, A. piperis, Athelia bombacina,
Aureobasidium pullulans, Cerrena unicolor, Cladosporium cladosporioides, Epicoccum
nigrum, Fusarium avenaceum, Neosetophoma clematidis, Neosetophoma italica,
Oidiodendron cerealis, Paraconiothyrium fuckelii, Penicillium commune, Phoma
tropica, Pseudogymnoascus pannorum and Sarocladium strictum) were identified in
dormant materials. In pathogenicity tests, these species did not cause any lesions on
grapevine saplings. In addition, 7 pathogenic fungi species (Botryosphaeria dothidea,
Cadophora luteo-olivacea, Cytospora sp., Cytospora salicacearum, Diatrype stigma,
Neonectria ramularia and Truncatella angustata) were identified in this study. The lesion
lengths of virulent fungi varied between 6 - 65 mm. The most virulent fungus (65 mm)
was encountered in Botryosphaeria dothidea. Among the endophytic species,
Acremonium aegyptiacum, Epicoccum nigrum, Fusarium avenaceum, Neosetophoma
clematidis and Pseudogymnoascus pannorum exhibited a high antagonistic effect against
pathogenic Botryosphaeria dothidea, Diatrype stigma, Cadophora luteo-olivacea,
Cytospora salicacearum and Truncatelle angustata. It was concluded that identified
endophytic fungi might have an important biocontrol potential against pathogens
associated with grapevine stem diseases.

Keywords: Vitis vinifera, grapevine rootstock, biological control, pathogen, dual culture
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1. GIRIS

Asma, kokeni jeolojik bulgulara gére 150 milyon y1l 6ncesine kadar uzanan en eski bitki
gruplarindan birisidir. Avrupa’nin degisik bolgeleri ve Kuzey Amerika’da {iglincii
jeolojik zamana ait yaprak ve ¢ekirdek fosillerin olmasi, yabani asmanin insanlik
tarihinden daha eski bir ge¢misi oldugunu gdstermektedir (Celik ve ark.,1998). Ulkemiz
bagcilik i¢in iklim kosullar1 bakimindan en uygun iilkelerin basinda gelmektedir.
Anadolu asmanin (Vitis vinifera L.) gen merkezleri arasinda ve bagcilik kiiltiiriniin
anavatanidir. Anadolu’da bagcilik M.O 3 500 yillarina kadar dayanmaktadir (Oraman,
1965; Fidan, 1985; Celik, 2011). Giiniimiize bakildiginda ise Ege Bolgesi’nde ¢ekirdeksiz
kuru tiziim, Marmara Bolgesinde sofralik ve saraplik iiziim, Akdeniz Bolgesi’nde ise ilk
turfanda, Orta Anadolu ve Giineydogu Anadolu Boélgesi’nde saraplik, siralik, sofralik,
cekirdekli kurutmalik iiziim yetistiriciliginin 6nde oldugu goriilmektedir (Alsancak Sirlt

ve ark., 2015)

Tiirkiye 4.2 milyon ton {iziim {iretimi ile 6. sirada ve bag alanlarinda ise 4.1 milyon hektar
alan ile 5. siradadir (Anonim, 2019). Tokat ili Dogu Karadeniz ile I¢ Anadolu Bélgeleri
arasinda ve gecit iklime sahip ilimizdir. Bagcilik Tokat’ta Merkez, Erbaa, Niksar, Zile,

Turhal ve Pazar ilgelerinde yogun olarak yapilmaktadir (Karadeniz ve ark., 2018).

Bitkiler de insan ve hayvanlar gibi birgok zararli mikroorganizmalara maruz kalirlar. Bu
mikroorganizmalarin bazilar1 bitkilerde hastalik meydana getirirler. Hastalik meydana
getiren bu mikroorganizmalar patojen olarak adlandirilir. Baglarda hastalik yapan en
onemli mikroorganizmalar funguslar, bakteriler, viriisler ve fitoplazmalardir

(Onogur,1995).

Uziim yetistiriciliginde fungal hastaliklarin basinda Kiilleme (Erysiphe necator), Mildiyd
(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 iiriin kayiplar1 yasanmaktadir (Gortir, 2019). Ayrica asma
vegetatif olarak ¢ogaltilmaktadir. Herhangi bir iiziim ¢esidi veya asma anaci vegetatif
olarak (kok, govde, yaprak vb.) cesitli tekniklerle cogaltildiklarinda genetik yapilari

aynen korunur. Bunun yaninda ¢ogaltim materyalinin i¢inde var olan etmenler de (virtis,
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bakteri, fungus vb.) cogaltilmis olan bitkilere gecer. Bagcilikta ¢ogaltma materyali ile
gegebilecek birgok hastalik ve zararli olabilir. Bunlar viriisler (Celik ve ark., 2000),
filoksera (Buchanan ve Whiting 1991), nematodlar (Lear ve Lider, 1959), bag kanseri
(Rhizobium vitis) (Bauer ve ark., 1994; Mahmoodzadeh ve ark., 2003; Vizitiu ve Dejeu,
2011) ve Botryosphaeriaceae funguslari (Akgil ve ark., 2016), Petri Hastaligi
(Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium spp. Cadophora luteo-olivacea) ve

Karabacak Hastaliklar1 (Cylindrocarpon anamorflar1) sayilabilir.

Tarim alanlarinda pestisit kullanim1 dogal dengenin bozulmasina ve cevre kirliligine
neden olmaktadir. Dogal dengenin bozulmasi insan sagligini dogrudan ve dolayli olarak
etkilemektedir. Ayrica kullanilan pestisitlere karst zamanla hastalik ve zararlilarda
dayanikliligin ortaya c¢ikmasi kimyasal miicadelenin zayif yonlerinden biri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle ilaglara kars1 dayaniklilik problemi insanlari alternatif
miicadele metotlarina yoneltmektedir (Eken ve Demirci, 1997). Fungal bitki
hastaliklarina karst kullanilan kimyasal bilesikler fungisitlerdir. Fungisitlerin yanlis
kullanim1 iki yonde olumsuz etki meydana getirmektedir. Birincisi; patojenlerin
dayaniklilik gostermesine yani patojende genetik degisiklik yaratarak ilacin etkinliginin
azalmasina, ikincisi ise hedef olmayan organizmalar iizerinde arzu edilmeyen sonuglar

olusturmasidir (Tjamos ve ark., 1992).

Bitkide bir¢ok fungal etmen bulunabilmektedir. Bu etmenlerden bazilar1 hastalik yapici
(patojen) olup fungusitlerle kimyasal miicadelesi s6z konusudur. Bazilarinin ise genelde
algilandig1  sekliyle kimyasal miicadelesi bulunmadigindan (6rnegin; Esca,
Botryosphaeriaceae ve Eutypa Geri Oliim Hastaliklar1) biyolojik miicadeleye yonelme
onem kazanmaktadir. Uzun vadede tiim canlilifa fayda saglayan bu miicadele yontemi,
hastalik etmenleriyle antagonistik organizmalar arasindaki etkilesimin bir iiriinii olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Bu etkilesim tipleri; antibiyosis, rekabet, hiperparazitizm,
hipovirulens, uyarilmis dayaniklilik, capraz koruma seklinde belirtilmistir (Bora ve

Ozaktan, 1998).

Konukgu bitki ve endofitik etkilesim tiplerinden biri olan uyarilmis dayaniklilik sistemi,
bitkide mevcut olan dogal savunma sisteminin harekete  gegirilmesiyle
gerceklesmektedir. Antagonistin bazi salgilar1 ya da igerdigi kimyasal maddeler, konukg¢u

bitkide patojene karsi dayaniklilik sistemlerinin ¢alismasini ya da harekete ge¢mesini
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saglayarak konukcu iizerinden saglanan bir biyolojik savas olanagini kapsamaktadir

(Trejo-Estrada ve ark, 1998; Aslan ve Ozaktan, 2005).

Bitkinin rizosfer bolgesinde bulunan saprofit Ozellikteki bazi fungus ve bakterilerin
rekabet¢i Ozellikleri ve baz1 metabolik maddeler iiretmeleri hastalik etmeni
mikroorganizmalara kars1 baskilayic1 etki yapmalarina sebep olmaktadirlar. Bu
mikroorganizmalarin ekosisteme olan uyumu ve bitki gelisimine gdsterdikleri olumlu etki
nedeni ile arastiricilar tarafindan 6nemli bulunmakta, incelenmekte, 6zellikleri ortaya
konmakta ve ticari olarak iiretilmeye baslanmaktadir (Ozaktan ve ark., 2010). Bdylelikle
biyolojik miicadelede, bitki patojeni organizmalara karst Biyolojik Miicadele Ajani
(BMA) konumundaki mikroorganizma kullanimi yayginlagmaktadir. Boylelikle
patojenlere karst BMA kullanilmasi, fungisit kullanimina gore patojen ve hastalik
kontrolii agisindan uzun vadede ve siirdiiriilebilir bir sekilde kontrol saglamaktadir (Chet

ve ark., 1997; Herrera-Estrella ve Chet,1999; Monte, 2001).

BMA olarak kullanilmasi glindemde olan endofitler, bitki dokularindaki mikrobiyal
toplulugun bir pargasi olan mikroorganizmalardir. Ik defa 1886 yilinda Alman Botanikgi
Anton de Bary tarafindan adlandirilmislardir (Wilson,1995). Endofitler, yiiksek bitkilerin
intra/interseliiler dokularinda yasayan ve konukgu bitkide herhangi bir belirtiye neden
olmayan mikroorganizmalardir. Ayrica endofitler bitkilerin canli i¢ dokularinda herhangi
bir olumsuz etkiye sebep olmadan kolonize olan mikroorganizmalar olarak da

tanimlanmislardir (Freeman, 1904; Bacon ve White, 2000).

Endofitik mikroorganizmalar biyolojik kaynak olarak goriilmelerinin yaninda; ayrica
dogada bitkilerin gelisimlerinde, biiylimesinde, streslere, hastalik ve zararlilara
toleransinda ve adaptasyonunda rol oynayan farkli fonksiyonlara da sahiptir (Silii ve ark.,
2016). Ozellikle de endofitik mikorganizmalarin, tip, tarim ve endiistrinin ortaya
cikardigr sorunlarin ¢oziimlenmesine aracilik eden anahtar rolleri arasindan yeni dogal
iirlinleri sentezleyebilme potansiyeli, umut verici bir kaynak olarak goriilmesinin baslica
nedenleri arasindadir (Tonial ve ark., 2016). Bu sebepten dolay1 biyolojik miicadele gibi
uygulamalarda da endofitlerin etkin sekilde kullanilabilmesi, endofitlere verilen 6nemi
giin gectikce artirmaktadir (Beram ve ark., 2016). Endofitler biyokontrol ajanlar1 olarak

yiiksek potansiyele sahip mikroorganizma gruplari icinde yer almaktadir. Ozellikle



yabani bitkilerde simbiyontlarin gesitliliginin ¢ok yiiksek oldugu bazi arastiricilar

tarafindan ifade edilmistir (Kernaghan ve ark., 2017).

Mikolojide simdiye kadar tanimlanmis 100 000 civarinda fungal tiir olmasina ragmen,
henliz tanimlanmamis 1 500 000’den fazla fungal tiir oldugu disiiniilmektedir
(Hawksworth ve Rossman, 1987; Frohlich ve Hyde, 1999). Bazi mikologlar fungal
biyogesitlilik igcerisinde endofitlerin genis bir yer kapladigini ileri siirmektedir (Arnold ve
ark., 2000; Arnold, 2007).

Yurdumuzda simdiye kadar asmalarda endofitik funguslarin belirlenmesi ve bunlarin
biyolojik miicadele c¢alismalarinda kullanilmasina yonelik smirli sayida c¢alisma
mevcuttur. Farkli {izim ¢esitlerinin dormant kalem ya da celiklerinde bulunan
endofitlerin saptanmasi ve bunlarin asma govde hastaliklarina karsi biyolojik miicadelede
kullanim olanaklarinin arastirilmasi, tilkemizde bu konuda yapilacak diger ¢caligsmalar i¢in

yararlt olacaktir.

Bu nedenle, yapilan bu calismada bitkisel materyal olarak Tokat ilinde yetistirilen
standart sofralik iizim cesitleri (19 adet), yoresel iiziim ¢esitleri (18 adet), Narince liziim
cesidine ait klonlar (22 adet) ve asili-asisiz bazi Amerikan asma anaglarinda endofitik
floranin incelenmesi, bunlarin morfolojik ve molekiiler olarak karekterizasyonu, bulunan
endofitik funguslarda patojenite testleri yapilmasi ve bazi asma govde hastaliklarina

neden olan etmelere kars1 antogonistik etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir.



2. LITERATUR OZETLERI

Diinyada ve Tirkiye’de endofitler konusunda farkli bitkiler iizerinde ¢alismalar

yapilmistir. Bunlar tarih sirasina gore asagida verilmistir.

Janisiewicz (1988) tarafindan yapilan ¢calismada; elma yapraklarindan izole edilmis olan
Acremonium breve tiiriiniin laboratuvar kosullarinda yapilan meyve testlerinde Botrytis

cinerea'ya kars1 giiglii bir antagonistik etkiye sahip oldugu bildirilmistir

Ippolito ve ark. (2000) tarafindan elmalarda hasat sonrasi ¢iirimeye neden olan Botrytis
cinerea ve Penicillium expansum’a karsi Aureobasidium pullulans’in etkinliginin
belirlenmesine yonelik yapilan g¢alismada; A. pullulans, elmada gri ve mavi kif
olusumunu sirasiyla %89 ve %67 oraninda azaltmistir. Arastiricilar A. pullulans
uygulamasindan 24 saat sonra -1,3-glukanaz, kitinaz ve peroksidaz aktivitelerinde artis
oldugunu ve 48 ile 96 saat sonra ise maksimum seviyelere ulastigini bildirmislerdir.
Aragtiricilar A. pullulans’i patojenle beslenme ve yiizey alan1 bakimindan rekabet etme
yetenegine ek olarak B-1,3-glukanaz, kitinaz ve peroksidaz gibi aktivitelerini de artirma

yetenegi ile de biyolojik miicadelede etkin olabilecegini ifade etmislerdir.

Schena ve ark. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada; kirazlardan elde edilen
Aureobasidium pullulans'a ait 51 endofitik izolat, sofralik tiziimlerde ve kirazlarda hasat
sonu ciirlimelere kars1 biyolojik kontrol aktivitelerine yonelik c¢aligma yapmislardir.
Calismada patojen inokulumu sonrasi 6, 12 ve 24 saat sonra yapilan uygulamalarda B.
cinera‘ya baglh ciirtimeleri elmalarda %32-80, tiziimlerde %59-64 arasinda azalttigini
(6zellikle 533-547 1zolatlar1); hasat 6ncesi uygulamalarin ise kirazlarda %47, liziimlerde
de %38 oraninda azalttigin1 ve 533 ve 547 izolatlarinin A. pullulans’a ait L47 izolatina
gore daha etkili oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar ayrica, arazi uygulamalarinda 547
izolatinin hayatta kalabildigini, ¢iceklenme donemi kirazlara uygulama yapildiginda
meyve etine gegebildigini ve soguk hava kosullarinda muhafaza edilen meyvelerde de A.

pullulans popiilasyonunun artabildigini de belirtmiglerdir.

Samson ve ark. (2006) tarafindan yapilan ¢aligmada Aspergillus tiirlerinin tanimlanmasi
i¢cin Ui¢ yol bulundugu (morfoloji, fizyoloji ve beslenme 6zellikleri; ikincil metabolit
profili ve DNA dizilemesi) ve bu konuda ¢alisilirken en az iki yolun birlestirilebilecegi

onerisinde bulunmuslardir.



Singh ve ark. (2007) Kosta Rika'daki endofitik mantarlarin biyoaktivitelerini
incelemislerdir. Bir ¢inar agacindan izole edilen Cytospora tiiriiniin Escherichia coli tiirti

bir bakteriyi engelledigi yani antibakteriyel 6zelliginin oldugu goériilmiistiir.

Felice ve ark. (2008) tarafindan Aureobasidium pullulans’a ait 4 adet irkin (AU14-3-1,
AU18-3B, AU34- 2 ve LS30) in vitro kosullarda okratoksin A'ya direngli olduklarini ve
aktif olarak bu bilesigi parcaladiklarini belirledikten sonra biyo-kontrol ajani olarak
Aspergillus carbonarius ile enfekte olmus meyvelere muamele etmisler ve kontrol
meyveleri ile karsilastirildiginda daha diisiik miktarlarda okratoksin A (OTA) i¢erdigini

belirlemislerdir.

Bitkilerden izole edilen endofitlerden bazilari, sicakkanlilarda da enfeksiyona neden
olabilmektedir. Marcondes ve ark. (2008), nondermatofitik Kkeratinolitik mantarlar
arasinda yer alan, Alternaria tenuissima, Acremonium hyalinulum, Curvularia
brachyspora ve Beauveria bassiana’nin keratin hidrolizini igeren biyoteknolojik

islemlerde potansiyel kullanima sahip oldugu belirlenmistir.

Noomin ve ark. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada Tayland kahve ¢ekirdeklerinden
Aspergillus aculeatinus ve Aspergillus sclerotiicarbonarius tiirleri tanimlanmustir.
Aragtiricilar bu iki tiirin benzer ve fakliliklarin1 morfolojik ve molekiiler olarak ortaya
koymuslardir. Ayrica A. aculeatinus tiiriiniin: neoksalin, D ve F sekalonik asit ile
akuleasinler; A. sclerotiicarbonarius tiiriiniin ise: bol miktarda sklerot ve bazi indol-

alkaloidler tirettigi belirlenmistir.

Eken ve ark. (2009), Kazakistan’in Karaganda bolgesindeki bahge ve parklardaki agaglar
ve ¢alilar lizerinde rutin bir hastalik arastirmasi yapmustir. Yapilan siirvey ¢aligmalarinda
Kusburnu (Rosa canina L.) bitkilerinin % 20'sinden fazlasinda yaprak lezyonlar tespit
edilmistir. Lezyonlu bitkilerden yapilan izolasyon ¢aligsmalarinda morfolojik 6zelliklere
dayanarak bulunan fungusun Truncatella angustata olarak tanimlamiglardir. Patojenite
caligmalarinda T. angustata tekrar izole edilmistir. T. Angustata’nin Leucospermum
cordifolium bitkisinde yaprak lekesine, elmada gekirdek g¢iirlimesine, Vaccinium'da
geriye oliim hastaligina neden oldugunu, fakat bu c¢aligmada T. angustata’nin sadece

yaprak lekesine neden oldugunu bildirmislerdir.

Asav ve ark. (2010), Veratrum album (Avrupa'ya ve bati Asya'nin bazi bolgelerine 6zgii

bir bitki)’da yaprak yanikligina neden olan Stemphylium vesicarium iizerine bir ¢aligma
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yirtitmiglerdir. Calismada arazi kosullarinda semptom gosteren yapraklar tizerindeki
lezyonlardan S. vesicarium (Wall.) izole edilmistir. Yapilan ¢alismada Tiirkiye’de sadece
S. vesicarium’un sarimsak patojeni oldugu ve mera alanlarinda miko-herbisit olabilme

potansiyeline sahip olabilecegini bildirilmislerdir.

Akay (2011) Findik bitkisinin (Corylus avellana) farkl: kisimlarindan endofit funguslarin
izolasyonu ve biyoaktif iirtinlerinin belirlenmesi ile ilgili yaptig1 ¢alismada morfolojik
olarak 14 farkli tiir izole etmis ve molekiiler olarak tanimlamistir. Calismada Phomopsis

amygdali ve Fusarium oxysporium tiirlerini belirlemistir.

Grube ve ark. (2011), Aureobasidium pullulans ve Epicoccum nigrum’un bazi bitki
tiirlerini endofitik olarak biiylimeye tesvik ettigini, fakat Aureobasidium'un gelismesinin

bir Pseudomonas streyni tarafindan nadirde olsa engellendigini bildirilmistir.

Arzanlou ve ark. (2013), Tarom bolgesinde (iran) zeytin meyve ciiriikliigii etmenlerinin
saptanmasi iizerine yaptiklari ¢aligmada, zeytin bahgelerinden antraknoz semptomlari
olan zeytin meyveleri toplamislar ve izolasyon calismalart yapmiglardir. Calisma
sonucunda hastaliga Truncatella angustata’nin neden oldugu belirlenmistir. Daha sonra
arazi kosullarinda zeytin meyveleri tizerinde patojenite testleri ile ayn1 simptomlari tekrar
gozlemlemislerdir. Aragtirmacilar bu ¢alismanin diinyada Olea europaea bitkisinde T.

angustata'nin belirlenmesi ile ilgili ilk rapor oldugunu belirtmislerdir.

Wachowska ve Glowacka (2014) Aureobasidium pullulans ile kislik bugdaylarda fungal
bir patojen olan Fusarium culmorum arasindaki antagonistik etkinin belirlenmesine
yonelik sera kosullarinda bir ¢alisma yiiriitmislerdir. Calisma sonucunda A. pullulans’in
kontrol uygulamasina gére Fusarium culmorum’un etkisini %21.67 oraninda azalttigini
ve bugdayda tane doldurmayi %5.02 oraninda artirdigini bildirmislerdir. Ayrica A.
pullulans’in 6zellikle bugday tanelerinin yiizeyinde hayatta kalma basarisinin oldukga iyi

oldugunu bildirmislerdir.

Puig ve ark. (2015), armutta sadece Stemphylium vesicarium olarak tanimlanan izolatlarin
patojenik oldugu ve armut bahgelerinde S. vesicarium ile birka¢ Stemphylium tiiriiniin bir
arada bulundugunu, bunlar ayirt etmek i¢in morfolojik ve molekiiler verilere ihtiyag
duyuldugu belirtilmistir. Bu ¢alismada S. vesicarium tiirtiniin hem endofitik hem de

patojenik olabilecegi vurgulanmaistir.



Barradas ve ark. (2016) Portekiz’de iklim degisikligi ve Okaliptiis (Eucalyptus globulus)
agaclarinda Botryosphaeriaceae hastaliklari {izerine bir arastirma yapmuslardir. Cesitli
plantasyonlardan hastalikli ve saglikli okaliptus agaclarindan ornekler alinmustir.
Calismada ti¢ farkli cinsten dokuz tiir tespit edilmistir. Neofusicoccum algeriense,
Diplodia corticola ve D. seriata ilk kez okaliptus agaglarinda tespit edilmistir.
Neofusicoccum cinsinin hem hastalikli hem de saglikli agaglarda baskin oldugu
goriilmiistiir. Calismada bulunan bu mantarlarin saldirganlik 6zelliklerinde farkliliklar
goriilmiistiir. Neofusicoccum kwambonambiense ve D. corticola en 6ldiiriicii tiirler iken
B. dothidea ve D. seriata daha az etki etmislerdir. Calismada ayrica su stresi yasayan
bitkilerin Botryosphaeriaceae hastaliklarina daha duyarli oldugu, kurakliga toleransh
bitkilerin, fungus enfeksiyonuna karsi biraz daha yiiksek bir direng gosterdigi
bildirilmistir.

Kroél ve ark. (2017) Polonya’nin glineydogusundaki elma, armut, kiraz, erik, kayisi ve
seftali silirglinlerinden hangi mantar tiirlerinin kolonilestigini ve bunlarin arasinda
Diaporthe (Phomopsis) izolatlarinin olup olmadigini belirlemek {izere yaptiklari
calismada; konuk¢u bitki ve yila bakilmaksizin izole edilen mantarlarin ¢ok benzer
oldugunu, en sik izole edilen mantarlarin Alternaria, Fusarium ve Phoma tiirleri
oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides,
Leucostoma spp., Monilinia spp.ve Neofabraea spp. Mantarlarinin da izole edildigini,
slirgiinlerde bulunan funguslar arasinda Diaporthe (Phomopsis) izolatlarinin da oldugu
belirtmislerdir. Arastiricilar zirai miicadele yapilmayan bahgelerde hastalikli veya
simptom gostermeyen siirgiinlerde de izolasyon calismalar1 yapmislar ve bu funguslari
tekrar elde etmislerdir. Buna gore zirai miicadele yapilmayan meyve agaglarinin biiyiik

bir tehdit olusturdugu belirtilmistir.

Wu ve ark. (2017), Gilineybat1 Cin'de yenidiinya bitkisinde kahverengi yaprak lekesine
neden olan hastalig1 belirlemek i¢in hastalikli yaprak 6rneklerinde izolasyon ¢aligmalari
yapmislar ve Epicoccum tiirlerini izole etmislerdir. Arastiricilar yenidiinya bitkisinde

kahverengi yaprak lekesine neden olan E. nigrum'un ilk rapor oldugunu bildirmislerdir.

Gullino ve ark. (2017), Kuzey Italya’da ilk kez marulda gériilen patojen Allophoma
tropica’nin (syn. Phoma tropica) neden oldugu marul yaprak lekesini etkileyen faktorler

olan sicaklik ve CO2’in etkileri iizerine bir ¢aligma yapmislardir. Bu fungusun farkli



bitkilerde endofitik 6zellik gosterebilecegi gibi bazi bitkilerde de patojenik olabilecegi
kaydedilmistir.

Hirose ve ark. (2017), Antartika’nin Dogusunda Lutzow-Holm Korfezi Bolgesi’ndeki
(Queen Maud Land) kiy1 kayalarinda bulunan yosun kolonileri iginde mikro mantarlarin
varhigini, ¢esitliligini ve bunlarin kimyasal bilesimlerle olan iligkilerini incelemislerdir.
Calismada; yosun profillerinin deniz derinligine bagli olarak Phoma herbarum ve

Pseudogymnoascus pannorum tiirlerine daha fazla rastlamislardir.

Souza ve Santos (2017) soya fasulyesi (Glycine max), fasulye (Phaseolus vulgaris),
kakao (Theobroma kakao) gibi ekonomik degere sahip olan bitkilerde bulunan endofitik
mantarlarin ¢esitliligi ve potansiyel biyoteknolojik uygulamalari hakkinda bilgiler
vermislerdir. Arastiricilar endofitik mantarlarin konukgu bitkiler i¢in 6nemi, izolasyonu,
tanimlanmasi, trettikleri sekonder metabolitlerin arastirilmasi iizerinde daha fazla

caligmalarin yapilmasi gerekliligini vurgulamislardir.

Eroglu (2018) baz1 endemik bitki tiirlerinde (tesbih agaci ve kiime karanfili) bakteriyel
ve fungal endofitik ¢esitliligi arastirmistir. Caligma sonucunda 10 bakteri ve 13 fungal tiir
elde etmistir. Arastirici, endofitik funguslardan Cladosporium sp., Penicillium sp. ve
Alternaria sp. gibi fungus tiirlerini belirlemistir. Bu tlirlerin  bir¢cok bitkide

bulunabilecegini bildirmislerdir.

El-Debaiky (2018) tarafindan yapilan ¢alismada; domateslerde erken donem yanikligina
neden olan Alternaria solani’ye karsi Aspergillus piperis’in antagonistik etkisi
arastirtlmistir. Domates tohumlarinin ¢imlenmesinde Aspergillus piperis’in kullanilmasi
ile ¢cimlenme oraninin arttig1 fakat az da olsa bazi toksisiteye neden oldugu; yapraklara
A.solani inokulasyonundan sonra uygulanan A.piperis uygulamasi ile domates erken
yanikliginda azalma oldugunu bildirmistir. Arastirict kesin sonuglar igin in vivo

uygulamalar ile daha fazla ¢calismanin yapilmasin1 6nermektedir.

Tan (2018) endemik bir bitki olan kiime karanfil (Dianthus erinaceus)’in yaprak, gévde
ve koklerinde endofitik mikroorganizmalar1 izole etmis, tanimlamis ve bunlarin
antimikrobiyal aktivitelerinin degerlendirilmesini yapmistir. Caligma ile kiime karanfil
bitkisinin farkli kisimlarindan yapilan izolasyonlar sonucunda Aspergillus, Penicillium,

Alternaria fungus tiirlerini belirlemistir. Fungal izolatlardan olan Dek20f (Aspergillus



tiriine aittir ve kokten izole edilmistir) gram negatiflere karst yiiksek diizeyde

antagonistik aktivite gostermistir.

Shearin ve ark. (2018), Great Lakes (Kuzey Amerika) bélgesindeki ti¢ yoreden gelen
istilact Phragmites (Kamis) tohumlariin mantar endofitlerinin karakterize edilmesine
yonelik bir arastirma yiirlitmislerdir. Elde edilen izolatlarin %54’inii Alternaria sp.
%?21’ini Phoma sp. ve %12’sini Penicillium corylophilum olusturmustur. Elde edilen
bulgulara gore, bir¢ok endofitin kamis bitkisinin tohum ¢imlenmesini ve fide biiylimesini
artirabildigini belirtmislerdir. Arastiricilar endofitik funguslarin konukgu ile iligkilerinin

daha fazla aragtirmasi gerektigini bildirmislerdir.

Kosawang ve ark. (2018), Ash dieback (Hymenoscyphus fraxineus) fungusuna tolerasl
bes farkli Fraxinus (Disbudak) bitkisindeki endofitik mantarlar ve bu mantarlarin
biyolojik miicadele olanaklar1 {izerine yaptiklar1 calismada; yiiksek antagonistik
aktiviteye sahip bes tiir (Sclerostagonospora sp., Setomelanomma holmii, Epicoccum

nigrum, Boeremia exigua ve Fusarium sp.) belirlemislerdir.

Maldar (2019) Tokat, Amasya, Sivas ve Samsun illerinde 52 adet bugday tarlasindan
topladig1 endofitik funguslar1 cins ve tiir diizeyinde belirlemistir. Elde ettigi endofitik
funguslarin (Acremonium, Curvularia, Trichoderm, Nigrospora) bugdayda kok bogazi
ciirlikliik etmenine (Fusarium culmorum) kars1 antogonistik etkisini incelemistir. Calisma
sonucunda F. culmorum’a kars1 Acremonium ve Curvularia cinslerine ait bazi izolatlarin

biyolojik miicadele i¢in kullanim potansiyelinin olabilecegini kaydetmislerdir.

Yavuz (2019) Elma Coklu Siirgiin Fitoplazma Hastaligina (Candidatus Pyhtoplasma
mali) (ECSF) kars1 biyolojik miicadelede kullanilabilecek endofitik funguslarin
(Epicoccum nigrum, Aureobasidium pullulans, Ulocladium consortiale) etkinliginin
belirlenmesi iizerine yaptigi ¢alismada; en yiiksek etkinin A. pullulans’a ait oldugu
belirlenmis ve A. pullulans ECSF hastalik yogunlugunu uygulama sonrasinda %34.18

etki degeri ile azalttig1 belirlenmistir.

Miao ve ark. (2019), Hint leylagi (veya nim; Azadirachta indica)'nin endofitik mantarlari
tizerine bir ¢aligma yiiriitilmistiir. Calismada bitkinin meyvesinde yapilan izolasyonlar
sonucunda Paraconiothryrium tiirii funguslar izole edilmis ve bu mantarin fermentasyon

stvisinin  ekstraktindan dort ksanton ve bir antrakinon tipi metabolit elde edildigi
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belirtilmistir. Paraconiothryrium’nin Fusarium graminearum, Fusarium solani ve

Botrytis cinerea'ya karsi belirgin antifungal aktivite gosterdigi rapor edilmistir.

Luo ve ark. (2019)’min bildirdigine gore; Botryosphaeriaceae familyasi, odunsu
bitkilerde latent enfeksiyonlara neden olan patojenleri igeren bir fungus ailesi olarak
kabul edilir. Baz: tiirleri kangren ve siirgiin yaniklig1 (shoot blight) hastaliklarina neden
olur. Arastiricilar Kaliforniya'da farkli agaglardan (badem, kurumus erik siirgtinleri, fistik
ve ceviz) ornekler toplamis, Phomopsis ve Diplodia tiirlerini kangren gelisiminde daha

az 6nemli bulmusken Lasiodiplodia tiirlerini en agresif tiir olarak belirlemislerdir.

Magrey ve ark. (2019), psikrotrof (veya psikrofil mikroorganizma terimi sogugu seven
ve sogukta iyi gelisenler i¢in kullanilmaktadir) 6zellikteki funguslarin (Penicillium
canescens BPF4, Truncatella angustata BPF5 ve Pseudogymnoascus roseus BPF6)
laboratuvar kosullarinda karboksimetil seliilazin (CMCase) aktivitesini incelemeye
yonelik bir calisma yiiriitiilmiistiir. U¢ mantar tiiriinden T. angustata, diisiik sicakliklarda
(40 °C'de) maksimum CMCase aktivitesi gostermis tir. Calisma sonuna gore CMCase
enziminin genis bir uygulama alanina sahip oldugu ve T. angustata'nin endiistriyel isleme

alanlarinda yeni uygulama potansiyeli bulundugu belirtilmistir.

Nouri ve ark. (2019), Kaliforniya'da antep fistiginda bulunan geriye 6liim hastaliklar1 ile
iligkili mantar tiirlerinin tanimlanmas1 tizerine yaptiklar1 g¢alismada; geriye olim
hastaliklarinin  semptomlari bulunan 15 yas lizerindeki agaglardan Ornekler alarak
izolasyonlar yapmuslar ve 11 fungus tiiriinden 58 fungus izolat: elde etmislerdir. Elde
edilen mantarlar Colletotrichum karstii, Cytospora californica, Cytospora joaquinensis,
Cytospora parapistaciae, Cytospora pistaciae, Diaporthe ambigua, Didymella
glomerata, Diplodia mutila, Neofusicoccum mediterraneum, Phaeoacremonium
canadense, Schizophyllum commune olup bunlarin fistik dallarinda kurumalara sebep
oldugu, N. mediterraneum ve Cytospora tiirlerinin en yaygin ve en saldirgan tiirler oldugu

belirlenmistir.

Agusti-Brisach ve ark. (2020), badem agaglarinda farkli sulama sistemleri ile su stresine
maruz birakilan agaclarda, geriye Oliim hastaliklarina olan etkisini arastirmislardir.
Yapilan morfolojik ve molekiiler ¢alismalar sonucunda yiiksek su stresine maruz kalan
parsellerde badem dallarinda geriye 6liim simptomlar1 goriilmiistiir. Izolasyonda en sik

rastlanan tiirler Botryosphaeria dothidea, Collophorina hispanica olup, Diaporthe ve
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Cytospora tiirleri de izole edilmistir. Caligmada fungal gdvde patojenlerinin yasam
dongiileri hakkinda 6nemli bilgiler olusturmak i¢in enfeksiyon oranini artiran biyotik ve
abiyotik faktorlerin roliinii agiklamak i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasi gerektigi rapor

edilmistir.

Rojas ve ark. (2020), bugdayda Fusarium basak yanikligina karsi (Fusarium head blight)
biyokontrol potansiyeline sahip mantar endofitleri tizerine bir ¢alisma yiirtitmuslerdir.
Calismada saglikli bugday basaklar1 ve yapraklari toplanarak, basaklarin igindeki hastalik
siddetini ve patojen varligini azaltan fungus izolatlar1 elde edilmistir. Sarocladium
tightum, Anthracocystis floculossa ve Penicillium olsonii izolatlari, bugdayda Fusarium
bas yanikligina kars1 potansiyel biyo-kontrol elemanlari olduklar1 belirlenmistir. Calisma
sonucunda dogal olarak olusan endofitlerin biyolojik kontrol etmenleri olabilecegi

belirlenmistir.

Jiang ve ark. (2020) tarafindan Cin’de kestane agag¢larindaki Cytospora tiiriiniin
tanimlanmas1 lizerine bir c¢alisma yapmistir. Cytospora oOrnekleri Cin kestanesi
agaclarindan toplanmis molekiiler veriler ve morfolojik O6zellikler kullanilarak
tanimlamalar1 yapilarak iki yeni Cytospora tiirii (C. kuanchengensis, C. xinglongensis) ve
dort yeni konukgu (C. ceratospermopsis, C. leucostoma, C. myrtagena ve C. schulzeri)

varlig1 dogrulanmastir.

Zapata-Sarmiento ve ark. (2020), Meksika’da yaptiklar1 ¢alismada sogan bitkilerinde
yaprak yanikligi semptomlarina neden olan Stemphylium vesicarium’i belirlemisler ve
daha sonra S. vesicarium’a kars1 Trichoderma asperellum’un (mango, domates ve sogan
bitkilerinden izole edilmistir) biyolojik bir kontrol ajani olarak potansiyeli iizerinde bir
calisma yiiriitiilmiislerdir. Ikili kiiltiir denemelerinde T. asperellum izolatlarmin S.
vesicarium miselyal biiylimesini %354 ila %61 oraninda inhibe ettigi goriilmiis ve

biyolojik kontrol i¢in potansiyele sahip oldugu bildirilmistir.

Zhou ve ark. (2020), Cin’de bulunan Euonymus alatus (Yanar Cali)'un bitkisinde geriye
olim hastalig1 ve olast etkileri konusunda yaptiklari ¢alismada; semptomatik belirti
gosteren dal ve siirglinlerden 6rnekler toplamislardir. Molekiiler ve morfolojik calismalar
sonucunda yeni bir fungus tiirii olarak tanitilan Cytospora tiiriiniin geriye Oliim

hastaligina neden olan bir tiir oldugu kaydedilmistir.
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Diinyanin farkli yerlerinde baglarda endofitik ve patojenik funguslar iizerine yapilmis

caligmalar tarih sirasina gore asagida verilmistir.

Phillips (1998) tarafindan Portekiz’de yapilan calismada; asmalarda goriilen oliikol
(ekskorioz) semptomlar: ile iligkili olan funguslarin Botryosphaeria dothidea ve
Phomopsis viticola oldugunu; bu iki mantarin omcalara yapilan yapay inokulasyonunda,
stirgiinlerde koyu lezyonlara ve tomurcuk 6liimiine neden oldugunu belirlemistir. Ayrica
calismada Botryosphaeria'nin diger iki tiiri olan B. ohtusa ve B.stevensii de izole
edilmistir. Arastiric1 bu iki tiirlin yarali siirglinlerde kiiglik lezyonlara neden oldugunu,
fakat yogun bir enfekte goriilmedigini; B. dothidea’nin asma gévdesinden izole edildigini

ve 0l kollu asmalara gore daha dldiriicii oldugunu bildirmektedir.

Kortekamp (1997) Epicoccum nigrum’u tamimlayarak Pomopsis viticola ile
etkilesimlerini incelemistir. Calisma ile, E. nigrum in vitro kosullarda etkili bulunurken
sera ve tarla kosullarinda daha az etkili oldugunu belirlemistir. E. nigrum gergek bir
parazit olmadigr ve bu mantarin hiperparazit mi yoksa P. viticolanin farklilasan
hiicrelerinde biiyiiyen bir saprofit mi oldugu belirlenemediginden dolay1 E. nigrum’un P.
viticola'ya kars1 basarili bir biyolojik kontrolii olarak kullanilmasinin sorgulanabilecegi

sonucuna varilmistir.

Mostert ve ark. (2000) Phomopsis viticola'nin ¢esitli asma dokularinda endofitik olarak
gelisip gelismedigini ve biiyiime mevsimi boyunca dagilimmi izlemek i¢in yaptig
calismada; herhangi bir semptom gostermeyen siirgiinleri, sekiz farkli gelisme
asamasinda (kis dinlenmesi, tomurcuk patlamasi, 5-6 yaprak donemi, c¢iceklenme
baslangici, taneler bezelye biiyilikliigline ulasinca, meyve olgunlagsmasinin baslangici,
hasat olgunlugu, hasattan sonra) toplamislardir. Bogumlar, bogum aralari, yaprak sapi,
yapraklar, siilikler ve salkim saplarindan izolasyonlar yapilmis ve izolasyonlar
sonucunda Phomopsis tiirleri izole edilmistir. Ayrica bu ¢alisma ile Alternaria spp. ve

Sphaeropsis sp.‘nin asma bitkilerinde en baskin endofitler oldugu goriilmiistiir.

Sullivan ve White (2000) tarafindan kiilleme mikoparaziti olarak bilinen Phoma
glomerata {lizerinde bir calisma yiiritmiistiir. Calismada P. glomerata’nin kiillemeyi
baskiladig1 ve mikroparazitik bir ajan olarak kullanilabilecegi ve daha fazla ¢alismanin

yapilmasi gerektigi sonucuna ulasilmistir.
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Castoria ve ark. (2001) tarafindan yapilan ¢alismada Aureobasidium pullulans (izolat LS-
30) ile Italia iziim ¢esidinde (Botrytis cinerea, Penicillium expansum, Rhizopus stolonifer
ve Aspergillus niger) ve Royal Gala elma ¢esidinde (B.cinerea ve P. expansum) hasat
sonu ¢ilirimelerine kars1 antagonistik etkilerini incelenmistir. Antagonistik etkilerin
cogunlukla besin rekabetine dayandigi goriilmiistiir. Calisma sonucunda hem in vitro’da
hem de elma meyvelerinin yara kisimlarinda hiicre dis1 ekzokitinaz ve B-1-3-glukanaz
aktiviteleri tespit edilmistir. Calismada; bu enzimlerin aslinda A. pullulans’in

antagonistik aktivitesinde rol oynayabilecegi belirtilmistir.

Pszczolkowski ve ark. (2001), ge¢ hasat edilen Cabernet sauvignon iiziim cesidinde
olusan kiifiin sira ve sarap kalitesine etkisini aragtirmiglardir. Hasatta kiifiin goriilme
sikligt %4,7 ile 66,7 arasinda degismistir. Belirlenen funguslar zeytin yesili kiif
(Cladosporium herbarum, Alternaria alternata, Ulocladium sp.), kursuni kif (Botrytis
cinerea), koyu kahverengi kif (Aspergillus niger) ve Phoma sp. olmustur. B. cinerea
disindaki mantar tiirleri mutlak ¢iiriik meyvelerle iliskilendirilmemistir. C. herbarum ve
A. alternata en sik izole edilen funguslar olmustur. Calismada kiiflerin tiziimlerin tane
agirliklarii azalttigi ve kiiflii izimlerden tretilen saraplarin diisiik kalitede oldugunu
(renk, koku, lezzetin olumsuz yonde etkilenmesi, antosiyanin ve toplam fenol igeriginin

diisiik oldugu) bildirmislerdir.

Simeray ve ark. (2001), Fransamin Arbois bolgesindeki 12 sarap mahzenine ait hava
orneklerinde canli mikolojik floray1 belirmek i¢in yaptiklar1 ¢aligmada; ¢ok sayida
tiirlerin varligina rastlandigi ve bunlarin belirli mahzen tiirlerinde daha sik olarak elde
edildigi bildirilmistir. En yaygin olanlarin Cladosporium sphaerospermum, Aspergillus
versicolor, A. restrictus, Penicillium glabrum, P. dierckxii, P. implicatum ve P.
brevicompactum oldugu ve bu sporlarin ¢ok solunmasindan sonra alerji riskinin arttig
belirlenmistir. Bu tiirlerden bazilar ayni zamanda asmada endofitik 06zellik

gostermektedirler.

Renouf ve ark. (2005) tarafindan {iziim tanelerinin {izerindeki mikrobiyal ekosistemi
belirlemeye yonelik yapilan ¢aligmada; Bordeaux bolgesinde bazi saraplik iiziimlerde
(Merlot, Cabernet Sauvignon ve Cabernet Franc) tane baglama, ben diisme ve hasat
zamanlarinda alinan {iziim tanelerinde izolasyon ve molekiiler tanimlamalar yapilmistir.

Aragtiricilar tane baglama doneminde en fazla %60 oraninda Aureobasidim pullulans’
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belirlerken, ben diisme doneminde en fazla %24 ile Candida sp. ve hasat doneminde ise
en fazla %34 ile Cryptococcus sp. belirlemislerdir. Arastiricilar toprak, tiziim gesidi ve
lizim yetistirme uygulamalarinin  mikrobiyal ekosistemi etkileyebilecegini

bildirmektedir.

Soytong ve ark. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada; antraknoz hastaligina sebep olan
Colletotrichum gloeosporioides fungusuna karsi Chaetomium cupreum, C. globosum,
Trichoderma harzianum, T. hamatum ve Penicillium chrysogenum’dan elde edilen
ekstraktlar kullanilmistir. Calisma sonucunda siirgiin, yaprak ve meyvelerde hastalik

belirtilerinin 6nemli 6l¢iide azalttigini bildirmislerdir.

Pardo ve ark. (2004) tarafindan Ispanya’da yapilan calismada Aspergillus ochraceus
mantarinin iiziimlerde okratoksin A (OTA) treticisi fungus oldugu ve {iziim sularinda
OTA kontaminasyonuna neden oldugu bildirilmektedir. Bu tiir ayn1 zamanda asmalarin

govdelerinden de izole edilmistir.

Lardner ve ark. (2006), Eutypa lata i¢in erken tanida kullanilacak kimyasal belirtegler
olan asetilenik fenol metabolitlerini belirlemeye yonelik bir calisma yiiriitmiislerdir. Ug
asma ¢esidinin siirglinlerinden yetistirilen 30 E. lata izolatinda HPLC kullanilarak ikincil
metabolit iiretimi incelenmistir. Analizler sonucunda Otipinol, metil &tipinol,
eulatakromen, 6tipin, 2-izo-propenil-5-formilbenzofuran ve eulatinol olmak iizere alti
metabolit tespit edilmistir. En ¢ok bulunanlar %97 ve %83'ii tarafindan iiretilen Gtipinol

ve metil otipinoldiir.

Krol (2006) Polonya’da 5 ticari asma fidanliginda ve 8 iiziim ¢esidi (Agat Donskij,
Bianca, Gotubok, Iza Zaliwska, Muscat Letnij, Prim, RF-16 ve Schuyler) {izerinde bir
calisma yapmistir. Calisma 2 donemde (asili ¢eliklerden kallus olusumu ile yesil
stirgiinde; gen¢ koklerden ve siirglinlerden) ornekler alinarak yapilmigtir. 1. donem
izolasyonlarda Phomopsis viticola, Botrytis cinerea, Alternaria alternata ve Fusarium
tirleri, 2. dénem izolasyonlarda Cylindrocarpon sp, Phytophthora sp, Rhizoctonia sp,

Fusarium sp gibi toprak kokenli patojenler belirlenmistir.

Niekerk ve ark. (2006) tarafindan yapilan derleme ¢aligmasinda; geriye 6liim hastaliklar
ile bulasik omcalardan Botryosphaeria tiirii funguslarin izole edildigini (¢ogunlukla
Botryosphaeria dothidea, B. obtusa, B. parva ve B. australis tiirleri) bildirilmektedirler.

Aragtiricilar; bu hastaligin en yaygin belirtisinin odun dokusunda kararma, kama seklinde
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nekrozlar ve kahverengi lekeler sekline olabilecegini; Botryosphaeria ile excoriose,
grapevine decline syndrome and black dead arm gibi hastalilarin da ayni isimle

tanimlanabilecegini ifade etmislerdir.

Urbez-Torres ve ark. (2006), Kaliforniya’da 6nemli bag bolgelerinde almis olduklar
orneklerde; morfolojik tanimlamalar ve filogenetik analizler ile Botryosphaeria australis,
B. dothidea, B. lutea, B. obtusa, B. parva, B. rhodina ve B. stevensii tiirlerini
belirlemislerdir. Arastiricilar B. rhodina‘nin kangren ile iliskili oldugunu ilk defa bu
calisma ile rapor etmislerdir. Calismada ayrica kangren hastaliginin Kaliforniya’da ¢ok
yaygin oldugunu; Eutypa geriye 6liim hastaligi ile karistirilabildigini ve omca sagligi igin

bu funguslara kars1 daha dikkatli olunmas1 gerektigini ifade etmislerdir.

Musetti ve ark. (2009), tarafindan Italya’nin Venotto bdlgesinde yapilan ¢alismada; 10
yasindaki bag alanlarinda yaprak ve siirgilinler toplanarak izolasyonlar yapilmis ve 13
farkli fungal endofit belirlemislerdir. Calisma sonucunda Alternaria sp., Epicoccum sp.,
Schizophyllum sp., Aureobasidium sp., Nigrospora sp., Arthrinium sp., Aurebasidium

pullulans, Phoma sp., Leptosphaerulina sp., ve Phomopsis sp. endofitleri tanimlanmuistir.

Casieri ve ark. (2009), Isvigre’de 5 farkli iiziim ¢esidinin odun dokusundan alinan
orneklerde endofitik fungus varligini aragtirllmistir. Calismada 66 farkl: tiir ve 700°den
fazla izolat elde edilmis ve endofitik flora degisiminin {iziim ¢esitlerine gore farkli oldugu
bulunmustur. Ayni calismada dikim asamasina gelmis asili asma kalemlerinde de
izolasyon yapilmig ve %85 Ascomycetes sinifina ait endofitler belirlenmistir. Odunsu
dokulardan aldiklar1 ornekler ile yaptiklari izolasyonlar sonucunda patojen o6zellik
gosteren  Botryospyhaeria spp., Cylindrocarpon liriodendrii, Phaeomoniella
chlamydospora, Phomopsis viticola funguslarina ilaveten ve Alternaria spp.,
Chaetomium lobosum, Fusarium spp., Trichoderma spp., Clonostachys rosea,
Cadophora luteo-olivaceae, Penicillum spp., Ophiostoma piciae endofitleri de tespit
edilmistir. Bunlardan Cadophora luteo-olivacea Petri Hastaligi’na yol agan 6nemli bir

patojendir.

Trouillas ve ark. (2010a), Kaliforniya'daki baglarda bulunan kangren hastaliklariyla
iligkili olan Diatrypaceous funguslarinin varhigi ve cesitliligi iizerine bir arastirma
ylriitmiislerdir. Asmalarin odun dokusundan yapilan izolasyonlar sonucunda 11

Diatrypaceae tiiriinii izole etmislerdir (Cryptosphaeria pullmanensis, Cryptovalsa
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ampelina, Diatrype oregonensis, D. stigma, D. whitmanensis, Diatrype sp., Diatrypella
verrucaeformis ve dort tane Eutypella tiirii). Calisma sonucunda, Diatrypaceous
mantarlarinin iiziim baglarini ¢evreleyen dogal florada sik sik meydana geldigi, bu
nedenle bu varsayilan patojenler i¢in olas1 inokulum kaynaklariin belirlenmesi gerektigi

rapor edilmistir.

Trouillas ve Gubber (2010b), Kaliforniya'daki tiziim baglarinda Diatrypaceae tiirlerinin
patojenitesi tizerine bir ¢alisma yiiriitilmustir. Calismada Diatrypaceous funguslari,
Kaliforniya'daki kangrenli omcalarin odunsu kismindan izole edilerek bir dizi patojenite
testi yapilmistir. Patojenite testleri sonucunda Cryptovalsa ampelina, Diatrype stigma ve
Eutypa leptoplaca dormant ¢ubuklar1 kolonize etme ve vaskiiler nekroza neden olma
yetenegine sahip iken, Cryptosphaeria pullmanensis, C. ampelina, D. stigma, Diatrype
whitmanensis ve E. leptoplaca enfekte olmus yesil siirgiinlerde lezyonlara neden oldugu
bildirilmistir. Calisma sonucunda; D. oregonensis ve D. verrucaeformis funguslarinin

asma i¢in patojen olmaktan ¢ok saprofitik olabilecegi belirtilmistir.

Gonzélez ve Tello (2011) tarafindan Ispanya’da yapilan bir calismada; 7 {iziim ¢esidinin
dal, yaprak ve meyvelerinden alinan Ornekler ile endofitik funguslar arastirilmistir.
Calismada 68 farkli tiir ve 500 den fazla izolat elde edilmistir. Fungal endofitlerin en ¢ok
yapraklardan, sonra siirgiinlerden ve en az da meyvelerden elde edildigi bildirilmistir.
Arastirmadan elde edilen diger sonucglara gore; endofitik flora dagilimi ¢esitlere gore
farklillk gostermistir. Calisma sonucunda Acremonium spp., Epicoccum nigrum,
Trichoderma harzianum, Auerobasidium pullulans, Chaetomium globosum gibi
antagonistik 0zellik gosteren endofitler elde edilmistir. Ayrica herhangi bir hastalik
belirtisi gostermeyen omcalardan Phomopsis viticola ve Eutypa lata patojenleri de

bulunmustur.

Gramaje ve ark. (2011), Ispanya’da yaptiklari calismada petri hastaligi simptomlar
gosteren asma fidanlarinda, izolasyon ¢alismalar1 sonucunda elli sekiz Cadophora luteo-
olivacea ve ii¢ C. melinii izolat1 elde etmislerdir. 1 yillik asma kalemlerinde yaptiklar
patojenite testlerinde C. melinii izolati digindaki tiim Cadophora izolatlar1 kalemlerin

ksileminde kontrollere gore 6nemli Slgiide daha uzun lezyonlar olusturmustur.

Farashiani ve ark. (2012), Bojnourd'daki (Kuzey Horasan eyaleti) omcalarin gelisme

donemlerinde esca semptomlar1 gosteren siirglin ve govdelerinde yaptiklari izolasyonlar
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sonucunda 64 fungus izolati elde etmislerdir. Calismada Phaeoacremonium parasiticum,
Phaeomoniella chlamydospora, Fomitiporia mediterranea, Fusarium sp. ve Phoma sp.
funguslarin1 belirlemislerdir. Sera kosullarinda yaptiklar1 incelemeler sonucunda F.
mediterranea’nin beyaz odun ¢iliriimesine, Parasiticum ve Phaeomoniella

chlamydospora nin asmalarda odun renginin solmasina neden oldugu goriilmiistiir.

Brum ve ark. (2012), Brezilya’da yaptiklar ¢alismada; Vitis labrusca L.’den elde edilen
endofitik funguslarin asma patojeni olan Fusarium oxysporum'un inhibe etme yetenegi

yani biyolojik kontrolii lizerine aragtirma yapmislardir.

Pancher ve ark. (2012), konvansiyonel ve organik olarak yetistirilen Merlot ve
Chardonnay cesitlerinde yaptiklari ¢alismada, organik olarak yetistirilen omcalardaki
fungus endofitik topluluklarinin  IPM uygulanan baglardan farkli oldugunu

bildirmektedirler.

Kaliterna ve ark. (2012), Hirvatistan’da 12 asma ¢esidinin odunsu doku kisimlarinda
bulunan Diaporthaceae tiirlerinin varligini belirlemek igin yaptiklari calismada; Diaporte
eres (dinyada asma patojeni oldugu ilk c¢alisma) ve Diaporte neotheicola’ i
(Hirvatistanda patojen olarak belirlenen ilk ¢alisma) tanimlamis ve raporlamislardir.
Yaptiklar1 patojenite denemelerinde Phomopsis viticola’yi gii¢lii, Diaporte neothecola’y1

zayif, Diaporte eres’i ilimli patojen oldugunu bildirmislerdir.

Yan ve ark. (2012) tarafindan Cin’nin en fazla iiziim yetistirilen bolgesinden kangren
simptomu gosteren omcalardan aldiklar1 6rneklerle yaptiklari galismada; Botryosphaeria
dothidea’yr morfolojik ve molekiiler olarak tanimlamiglardir. Tanimlama sonrast 25
lizlim ¢esidinin dayaniklilik durumunu incelmisler fakat biitiin ¢esitlerin duyarli oldugunu
belirlemislerdir. Calisma sonunda arastiricilar izole ettikleri B. dothidea’nin farkl

izolatlar1 arasinda patojenlik bakiminda da farkliliklar olabilecegini ifade etmislerdir.

Arzanlou ve ark. (2013), Kuzey Iran'da asma gdvde hastaliklari ile ilgili yaptiklar:
calismada; zayif gelisme belirtileri gosteren asmalarin odunsu kisimlarindan 6rnekler
toplamislar ve izolasyon ¢aligmalar1 yapmiglardir. Hastaliga Truncatella angustata’nin

neden oldugunu, Iran'da baglarda ilk defa rastlandigim bildirmislerdir.

Baffi ve Tobal (2013) tarafindan saraplarda aromanin artirilmasi i¢in Aureobasidium
pullulans (Ap-B-gl) tarafindan iiretilen B-glukozidaz’in etkisinin belirlemeye yonelik

yapilan c¢alismada; 6zel kosullarda (sicaklik, nem ve pH) uygulamalarin etkin
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olabilecegini, saraplarda ucucu terpen salinimini artirabilecegini ve sonugta sarap

kalitesini artirici potansiyeli bulundugunu belirlemislerdir.

Cosoveanu ve ark. (2014), 11 saraplik iiziim ¢esidinin siirgiinlerinde endofitik mantarlari
incelemis ve izole edilmis endofitlerin, Botrytis cinerea dahil olmak iizere fitopatojenik
mantarlara karsi olan antagonistik etkilerine bakmislardir. Cesitlere gore endofitik ve
diger fungus varliklar1 az ¢ok degiskenlik gostermistir. Baz1 endofitikleri sadece belirli
cesitlerden izole etmislerdir. Bu durumun bazi endofitlerin konukgulari arasinda spesifik
bir iliski olabilecegi anlamina geldigini bildirmislerdir. Calismada, Bionectria
ochroleuca, Aureobasidium pullulans, Chaetomium spirochaete, Alternaria sp. ve
Acremonium strictum’un in vitro kosullarda patojen funguslara karsi etkili oldugunu

bulmuslardir.

Urbez-Torres ve ark. (2014) tarafindan yapilan galismada Esca ve Petri hastaliklarinin ilk
kez British Kolombiya ve Kanada’da bulundugu rapor edilmistir. Esca ve petri hastalig
goriilen asmalarda yaptiklari izolasyon ¢aligsmalar1 sonucunda Cadophora luteo-olivacea,
Phaeomoniella ~ chlamydospora, Phaeoacremonium iranianum, Togninia
fraxinopennsylvanica, Togninia minima ve yeni goriilen Phaeoacremonium canadense
ve Phaeoacremonium roseum tirlerini tanimlamuglardir. Yaptiklar1 patojenite
caligmalarinda tanimlanan yedi fungusun esca ve petri hastaligi semptomlarina neden
oldugunu gozlemlemislerdir. Arastiricilar geng asma 6liimlerine neden olan patojenlerin
tiretim materyali ile dagilabildigini, British Kolombiya’si gibi yerlere lilke disindan giren

bitkisel materyallerde molekiiler tespitler yapilmasi gerektigini vurgulamislardir.

Hergholi ve ark. (2015), Iran’da yetistirilen baz1 iiziim cesitlerinde (Vitis vinifera L.)
endofitik funguslari belirlemeye yonelik yaptiklari ¢alismada; 655 fungus izolatt elde
etmislerdir. Calismada, Alternaria brassicicola, A. chlamydospora, A. malorum, A. atra,
Arthrinium phaeospermum, A. sacchari, Aspergillus nidulans, A. goii, Beauveria
bassiana, Cheatomium elatum dahil olmak iizere 10 cinse ait 15 tiir bulmuslardir. Ayrica
Epicoccum nigrum, Geosmithia pallida, Paecillomyces variotii, Cytospora punicae ve
Verrucobotrys geranii’yi asmada bulunan endofitik mantarlar1 olarak belirlemislerdir. A.
phaeospermum, B. bassiana ve E. nigrum disindaki tiim tanimlanmis olan tiirler diinya
capinda ilk kez asmanin endofitik fungus olarak belirlendigini, A. sacchari, C. punicae,

G. pallid ve V. geranii’nin ise Iran'da ilk kez tanimlandigim bildirmislerdir.
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Abdullah ve ark. (2015), Irak -Salahaldin bolgesinde yetistirilen 3 farkli iiziim ¢esidinde
yaptiklar1 ¢alismada; siirgiinlerden sik olarak Aspergillus niger, Cladosporium
cladosporoides, Cadophora spp., Clonostachys rosea’yr izole etmislerdir. Ayrica
strgiinlerden  Fusarium  spp., Acremonium sp., Cylindrocladiella viticola,
Cylindrocarpon spp., ve Phaeoacremonium sp. mantarlarini da belirlemislerdir. Bu

calisma ile C. viticola’nin ilk kez Irak'ta bulundugu bildirilmistir.

Giambra ve ark. (2015), Italya’nin giiney bolgesindeki herhangi bir semptom
gostermeyen bag alanlarindan dormant asma kalemlerini toplamislar ve yaptiklari
izolasyonlar sonucunda Acremonium persicium, A. sclerotigenum endofitlerini
bulmuslardir. Daha sonra bu iki tiirin Plasmopora viticola’nin spor ¢gimlenmesine karsi
gosterebilecegi inhibitor aktivitelerini in vitro kosullarda testlemislerdir. Sonugta A.
persicium’un P. viticola’nin spor ¢imlenmesini inhibe ettigi, A. sclerotigenum’un ise

herhangi bir inhibe edici bir 6zellik gdstermedigini bildirmislerdir.

Parafati ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada; Saccharomyces cerevisiae,
Wickerhamomyces anomalus, Metschnikowia pulcherrima ve Aureobasidium pullulans
tirlerine ait izolatlar, hasat sonras1 Botrytis cinerea kiifiine kars1 biyokontrol ajanlari
(BCA'lar) olarak in vitro’da test edilmistir. Calismada kullanilan izolatlar tiire ve ortama
bagl olarak farkli seviyelerde antifungal aktivite gostermistir. In vitro kosullarinda en
yiiksek biyolojik kontrol aktiviteyi W. anomalus ve S. cerevisiae gostermistir. A.
pullulans ve W. anomalus enzim {iretimi ve yaralari kolonize etme yetenegi gostererek
biyo-kontrol aktivite ve biyofilm olusturma oOzellikleri gostermislerdir. Ayrica W.
anomalus, S. cerevisiae ve M. pulcherrima’nin patojen biiyiimesi {izerinde in vitro ve in
vivo’da inhibitér etkiye sahip ugucu organik bilesikler (VOC'ler) iirettiklerini
gozlemlemislerdir. Arastiricilar ayrica M. pulcherrima'nin tiziimde hasat sonrasi Botrytis

salkim ciliriikliigli iizerinde miikemmel kontrol sagladigini ifade etmislerdir.

Bruez ve ark. (2016), Fransa’da yaptiklar1 caligmada; asma govde hastaliklarinin (6rnegin
Esca ve Eutypa dieaback) semptomlarini gostermeyen yasli asmalarda bulunan fungus
topluluklarini belirlemislerdir. Baco Blanc ¢esidine ait 42 ve 58 yaslarindaki omcalarin
odun dokularindan numune almislar ve izolasyon yapmislardir. Omca yas1 ile bulunan
fungus arasinda farklilik belirlemislerdir. 42 yasindaki asmalarda Esca, 58 yasindaki

asmalarda Eutypa diaback ve ¢ok sayida yararli mikoparazitler (Trichoderma spp.) elde
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etmislerdir. Arastiricilar, yasl asmalar arasinda yaprak semptomlarmin olmamasini,
asmalarin govdelerinde bulunan fungus patojenleri, mikoparazitler ve saprofitler arasinda

bir dengeyi yansitabilecegi fikrini ifade etmislerdir.

Nakaune ve ark. (2015) Japon iiziim g¢esidi Shine Muscat'in soguk havada depolanmasi
sonucu tane kabuklarinda kahverengi beneklerden 6rnek almislar ve izolasyon ¢alismalari
sonucunda Cadophora luteo-olivacea’y1 tanimlamislardir. Daha sonra tiziimlere C. luteo-
olivacea’y1 yapay olarak asilamislar ve tanelerde ayni belirtileri tekrar gormiislerdir.
Arastiricilar C. luteo-olivacea'nin {iziimiin hasat sonrasinda hastalia sebep oldugu
konusunda ilk ¢alisma oldugunu, depolama calismalarinda boyle bir riskin dikkate

alinmas1 gerektigini ifade etmislerdir.

Fischer ve ark. (2016) Almanya’da bulunan baglardan, asma fidanliklarindan ve bag
cevresindeki agaglardan ornekler toplamislar ve asma govde hastaliklar ile iliskili
olabilecek fungal tiirleri tanimlamiglardir. Almanya'da ilk kez Cadophora luteo-olivacea,
C. fastigiata, Collophora paarla, Coniochaeta hoffmannii, Eucasphaeria capensis,
Phomopsis cotoneastri ve Esca ile ilgili Phaeoacremonium viticola ve P. fraxino
pennsylvannicum tiirlerini belirlemislerdir. Calisma ile Eucasphaeria capensis ve
Phomopsis cotoneastri diinyada ilk kez iiziimlerde bulundugunu rapor etmislerdir.
Aragtiricilar C. luteo-olivacea’nin hem fidanliklarda hem de bagda goriildiigiinii ve asma
govde hastaliklarinda goriilen tipik simptomlar barindirdigini; Leucostoma persoonii nin
ise Prunus agaclarinda (kiraz, seftali, erik vb.) 6nemli bir patojen olarak kabul edildigini
fakat Vitis i¢in hangi dereceye kadar etkili oldugu konusunda hala bazi sorularin oldugunu

ifade etmislerdir.

Varanda ve ark. (2016), Portekiz’de geleneksel tarim ve organik tarim yapilan baglarda,
Syrah, Cabernet Sauvignon ve Aragonez ¢esitlerinde fungal endofitler tizerine yaptiklari
calismada; gelencksel tarim yapilan baglardan Epicoccum sp., Epicoccum nigrum ve
Botrytis cinerea; organik tarim alanlarindan ise Cladosporium sp., Alternaria alternata
ve Nigrospora oryzae en sik belirlenen funguslar oldugunu bildirmislerdir. Calisma
sonucunda iiziim ¢esitlerinin endofitik flora dagilimi tizerinde etkili olmadigi, fakat asma

yetistirme yonteminin daha fazla etkili oldugunu bildirmislerdir.

Kernaghan ve ark. (2017), Vitis riparia'nin alt1 yabani formunda ve soguga toleransl

liziim ¢esitlerinin yetistirildigi 5 bagda (1’1 organik sertifikaya sahip) endofitik funguslar
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tizerinde ¢alisma yapmisglardir. Endofitik ¢esitlilik bakimindan en zengin kaynak yabani
tiirlerde belirlenirken bunu organik bagcilik yapilan alanlar izlemistir. En az cesitlilik ise
geleneksel baglarda bulunmustur. Yabani tiirlerden izole edilen Ramularia spp. gibi bazi
tirler asma patojenlerine kars1 giicli bir inhibe edici 6zellik gostermistir. Calisma
sonucunda yabani Vitis tiirlerinin ¢ok gesitli mantar endofit toplulugunu barindirdig ve

zengin bir biyokontrol ajanlarinin deposu oldugu belirtmislerdir.

Kunova ve ark. (2018), Slovak sarap iireticilerinden 13 farkli iiziim ¢esidinde (Alibernet,
Irsai Oliver, Dornfelder, Blue Frankish, Feteasca regala, Green Veltliner, Palava, Miller
Thurgau, Rhinriesling, Cabernet Savignon, Pinot Blanc, Savignon Blanc ve
Welschriesling) bulunan fungus izolasyonu ve tanimlamasina yonelik yaptiklar
calismada; 627 fungus izolati elde etmislerdir. Calismada izole edilen tiirlerin; Alternaria
sp., Aspergillus niger, Aspergillus sp., Botrytis cinerea, Cladosporium sp., Penicillium

expansum, Phoma sp., Rhizopus sp. ve Trichoderma sp. oldugu rapor edilmistir.

Oliveira ve ark. (2018), Portekiz’de sarap iiretilen bolgelerden asmalarin yaprak ve
meyvelerinde 46 6rnek toplamis ve molekiiler tanimlama ile 117 mantar kolonisi izole
etmislerdir. Elde edilen izolatlar Alternaria (%31), Cladosporium (%21), Penicillium
(%19), Aspergillus (% 7) ve Epicoccum (% 3) cinslerine ait funguslar oldugunu

bildirmislerdir.

Pinto ve ark. (2018) tarafindan asmalarda dogal olarak kolonize olan Aureobasidium
pullulans’in asma govde hastaliklarina karsi biyo-kontrol potansiyelini belirmeye yonelik
yaptiklart ¢alismada; A. pullulans izolatinin Diplodia seriata'nin miselyum bilyliimesini
in vitro kosullarda %33.41 oraninda azaltabildigini belirlemislerdir. Calisma sonucunda
A. pullulans izolatinin, hem epifit hem de endofit seviyesinde etkili bir sekilde asmada
kolonilestigini, bitki kokleri ilizerinde uzun siire (asilamadan sonra 2 aya kadar)
kalabildigini, farkli pH ve yiikksek tuzluluk kosullarinda biiyliyebilecegini

kanitlamislardir.

Rezgui ve ark. (2018), Tunus’un kuzey bolgesinde sofralik {iziim yetistiriciligi yapilan
bag alanlarindan, nekrotik ve nekrotik olmayan odun dokularindan 75 &rnek
toplamiglardir. Yaptiklar1 izolasyonlar sonucunda Alternaria alternata (4 adet), A.

tenuissima (3 adet), A. mali (1 adet), Acremonium spp. (3 adet), Schizophyllum commune
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(2 adet), Fusarium lateritium (1 adet), Lasidiodiplodia pseudotheobroma (1 adet),

Neofusicoccum parvum (1 adet) olmak tizere 16 izolat elde etmislerdir.

Yang ve ark. (2018), tarafindan yapilan ¢alismada; fungal endofitlerin asma hiicrelerinde
ROS (reaktif oksijen tiirleri) stres tepkilerini tetikledigi ve bu durumun farkli fungus
tirleri tarafindan degisik sekillerde olabilecegi rapor edilmistir. Calismada RH37
(Epicoccum sp.), RH6 (Alternaria sp.), RH32 (Alternaria sp.) ve RH34 (Trichothecium
sp.) izolatlarinin asma hiicreleri iizerinde daha biiyiilk metabolik etkiler sagladigi
belirtilmistir. Coziiniir protein, toplam flavonoidler, toplam fenoller ve malondialdehit en
fazla etkilenebilen biyokimyasal parametreler oldugu bildirilmistir. Calisma sonucunda
liziimiin metabolik regiilasyonunda (organizmanin degisen kosullara bagli olarak uyum
gostermesi) fungal endofitlerin 6nemine deginilmis ve fungal endofitlerin kullanilmasi

ile liziim kalitesine olumlu etkiler olabilecegi rapor edilmistir

Dwibedi ve Saxena (2019) Hint baglarindan resveratrol iireten ve kiiltiire edilebilir
endofitler elde etmislerdir. Calismada, izole edilen 145 endofitik funguslardan sadece
%30.3'li 6n taramada resveratrol {liretimi i¢in pozitif sonug verdigini; Merlot ¢esidinde
resveratrol lireten mantar endofitlerinin en yiiksek kolonizasyon sikligini sergiledigini

belirlemislerdir.

Gortir (2019) tarafindan Tarsus, Manisa, Tokat bolgesinde yetistiriciligi yapilan Prima
liziim ¢esidinden kalemler alarak endofitik ve patojenik funguslarin flora dagilimi
incelenmistir. Calisma sonucunda bdlgelere gore dormant asma kalemlerindeki
funguslarin izole edilme oranlarinda farkliligin ve yayginlik oranlarinin da degisebilecegi
anlasilmistir. Calisma sonucunda; sicak bolgelerde Cladosporium sp. ve Alternaria sp.,
serin bolgelerde ise Aureobasidium pullulans‘in baskin oldugu goriilmiistiir. Dormant ve
herhangi bir hastalik belirtisi gostermeyen asma kalemlerinden alman orneklerde
Diplodia serita, Neofusicoccum parvum, Lasiodiplodia theobromae, Schizophyllum

commune, D. foeniculina gibi patojen funguslara da rastlanmustir.

Raimondo ve ark. (2019), asma gdvde hastaliklariyla iliskili yaptiklar1 caligmada;
Italya’da ilk kez Cadophora luteo-olivacaea, Colletotrichum fioriniae, Seimatosporium
vitis-vinifera ve Truncatella angustata’nin gévde hastaliklart ile iligkili olduklarini
belirlemislerdir. Bu funguslarla beraber Lasiodiplodia citricola, Phaeoacremonium

italicum, Pleurostoma richardsiae’nin iki Italyan asma ¢esidinde ('‘Bombino bianco',
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'Nero di Troia') farkli derecelerde hastalik semptomlarina neden oldugunu tespit
etmislerdir. Italya'da ilk kez izole edilen mantarlar arasinda Seimatosporium‘un Vitis
vinifera igin en saldirgan, C. fioriniae ise en az patojenik fungus olarak tespit edilmistir.
Bu mantarlarin tiimii, asmalardan yeniden izole edilmis ve Koch'un yontemine gore

asmadaki patojeniteleri dogrulanmistir.

Li ve ark. (2020), Vitis amurensis tiiriine ait Shuangyou'nun ¢esidinin yapraklarindan
izole ettikleri Alternaria alternata, Bipolaris cynodontis, Phoma sp., ve Albifimbria
verrucaria endofitik funguslarin Botrytis cinerea'yva karsi olan biyolojik kontrol
aktiviteleri lizerine yaptiklari calismada; ikili kiiltiir teslerinde A. verrucaria izolatinin B.
cinerea’nin bilylimesini inhibe ettigi ve ayrica Lasiodiplodia theobromae ve Elsinoe
ampelina' ya karsi genis bir biyokontrol aktivitesiye sahip oldugu bildirilmistir.
Aragtiricilar ayrica A. verrucaria kiiltiir ekstraktlarinin B. cinerea’ya hassas ¢esit olan
Red Globe'un yapraklarindaki hastalik siddetini 6nemli 6l¢iide azalttig1 ve kontrol etmek

icin bir biyokontrol ajani potansiyeline sahip oldugunu rapor etmislerdir.

Silva-Valderrama ve ark. (2020), Sili’de asma govde hastaliklarina karsi asma
endofitlerinin biyolojik kontrol potansiyellerini belirlemeye yonelik yaptiklari ¢alismada;
oncelikle organik ve geleneksel tarim yontemlerinin kullanildig1 baglardan 169 endofitik
ve 209 epifitik fungus izole etmislerdir. Calismada Clonostachys rosea, Trichoderma sp.,
Purpureocillium lilacium, Epiccocum nigrum, Cladosporium sp. ve Chaetomium sp.'nin
coklu izolatlar1, mantar gdvde patojenlerine kars1 biyokontrol aktivitesi potansiyelinin
oldugunu belirlemislerdir. Ayrica C. rosea izolatlarinin asma gévde hastaliklarina karsi

timit verici biyokontrol ajanlar1 oldugu rapor edilmistir.

Almeida ve ark. (2020), asma endofitik toplulugunun asma gdvde hastaliklarina kars:
biyolojik kontrol adaylar1 olarak kullanilmasimna yonelik yaptiklart caligmada;
asemptomatik ve semptomatik bitkilerden izolasyonlar yapmuslardir. Izolasyonlar
sonucunda elde edilen funguslarin bazilari asma govde hastaliklari ile iliskilendirilmis ve
bunlarin  Diaporthe sp., Neofusicoccum sp. ve Hormonema viticola olduklarini
bildirmislerdir. Ayrica hemen hemen tiim bu mantarlarin asemptomatik bitkilerde de
tespit edilmesinin, fungus topluluklarinin etkilesimlerinin arastirtlmasinin dnemini
gosterdigi ve bu hastaliklarin erken teshisinin gerekliligine deginilmistir. Caligmanin

sonucunda endofitlerin bazi GTD'lerle iliskili mantarlarin misel biiylimesine karsi
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antagonistik aktiviteleri nedeniyle biyolojik kontrolde kullanimlari i¢in umut verici

adaylar oldugu bildirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismada kullanilan bitkisel materyaller Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Uygulama
ve Arastirma Merkezi (GUTAM) arazisinde bulunan bagdan ve Orta Karadeniz Gegit
Kusagi Tarimsal Arastirma Arazisinde (OKTAEM) bulunan koleksiyon baglarindan
alimmustir. Kullanilan bitkisel materyaller 4 grup halindedir. Cesit 6zellikleri Cizelge 3.1

ve Cizelge 3.2°de gosterilmistir.
1. Standart sofralik iiziim cesitleri — 19 adet (OKTAEM).
2. Yoresel iiziim cesitleri — 18 adet (OKTAEM)

3. Narince iiziim cesidine ait klonlar- 22 Adet (1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22) (OKTAEM)

4. Asma anaglari (Asih asmalarin dip siirgiin ¢eligi ve Amerikan asmalari)

4.a. Asih asmalarin cesit ve dip siirgiin celikleri — 4 ¢esit, 4 ana¢c= 8 adet:
(Narince/1103 P, Narince/5 BB, Narince/110R, Narince/41 B kombinasyonlarinda,
anaglarin dip siirgiin ¢elikleri ve ¢eside ait kalemler) (GUTAM)

4.b. Amerikan asma anagclari: 10 adet (Kurakliga dayanikli olanlar: 140 Ru., 110
R. ve 1103 Paulsen; Kirece dayanikli olanlar: 41 B ve Fercal; Nematodlara dayanikli
olanlar: 1613 C, 16516 C ve Harmony; Digerleri: 5 BB ve 44-53) asma anacindan alinan
celikler (GUTAM)

Her anaca ait 4 adet asili (diplerinde anag¢ ¢ikmis olacak) omca isaretlenmistir. Her
omcadan c¢eside ait 20 adet ve anaca ait 20 adet (Sekil 3.1) ayrica asisiz anaclardan da
(Sekil 3.2) 35-40 cm uzunlugunda gelik alinmstir (Ek 1)
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Cizelge 3.1. Standart softalik {iziim ¢esitlerine ait baz1 6zellikler

Cesit ad1 Tane Rengi Kullamim amaci1 | Olgunlagma Cekirdek
Alphonse Lavallée Morumsu Siyah Sofralik Eyliil 2. hafta Cekirdekli
Cardinal Kirmizi-Mor Sofralik Agustos 2. hafta | Cekirdekli
Crimson Seedless Kirmizi Sofralik Eyliil 3. hafta Cekirdeksiz
Flame Seedless Kirmizi Sofralik Agustos 3. hafta | Cekirdeksiz
Horoz Karasi Mavi-Siyah Sofralik Agustos 3. hafta | Cekirdekli
Italia Yesil-Sari Sofralik Eyliil 2. hafta Cekirdekli
Lival Mavi-Siyah Sofralik Agustos 3. hafta | Cekirdekli
M.Palieri Morumsu Siyah Sofralik Eyliil 2. hafta Cekirdekli
Mevlana Yesil-Sari Sofralik Eyliil 2. hafta Cekirdekli
Prima Siyah Sofralik Agustos 1. hafta | Cekirdekli
Red Globe Pembemsi kirmizi | Sofralik Eyliil 2. hafta Cekirdekli
Royal Morumsu Siyah Sofralik Evyliil 2. hafta Cekirdekli
Sultani Cekirdeksiz Yesil-Sar1 Sofralik Eyliil 2. hafta Cekirdeksiz
Superior Seedless Yesilimsi sar1 Sofralik Agustos 2. hafta | Cekirdeksiz
Tekirdag Cekirdeksiz | Kirmizi-Mor Sofralik Eyliil 2. hafta Cekirdeksiz
Trakya Ilkeren Mavi-Siyah Sofralik Agustos 1. hafta | Cekirdekli
Victoria Yesil-Sar1 Sofralik Agustos 3. hafta | Cekirdekli

Cizelge 3.2. Yoresel iizlim ¢esitlerine ait baz1 6zellikler

Cesit ad1 Tane Rengi Kullanim amaci Olgunlasma Cekirdek
Aktas Cavus Yesil-sar1 Sofralik Agustos 2. hafta Cekirdekli
Alesiit Yesil-sar1 Sofralik-siralik | Eyliil 2. hafta Cekirdekli
Bekiroglu Yesil-sar1 Sofralik Eyliil 2. hafta Cekirdekli
Bludi Kahverengi Sofralik-siralik | Eyliil 2. hafta Cekirdekli
Boduroglu Yesil-sar1 Sofralik Eyliil 2. hafta Cekirdekli
Disi Eldas Yesil-sar1 Sofralik-siralik | Eyliil 2. hafta Cekirdekli
Fenerit Kirmizi-mor Sofralik-siralik | Agustos 4. hafta Cekirdekli
Horoz pasa Yesil-sari Sofralik-siralik | Eyliil 2. hafta Cekirdekli
izabel Mavi-siyah Sofralik-siralik | Eyliil 2. hafta Cekirdekli
Kara iiziim Mavi-siyah Sofralik-siralik | Agustos 4. hafta Cekirdekli
Keten Gomlek Yesil-sar1 Sofralik-siralik | Eyliil 2. hafta Cekirdekli
Meme Uziimii Yesil-sari Sofralik-siralik | Agustos 4. hafta Cekirdekli
Misket Cavus Yesil-sari Sofralik Agustos 2. hafta Cekirdekli
Narince Yesil-sari Sofralik-siralik | Eyliil 2. hafta Cekirdekli
Patlak Kara Mavi-siyah Sofralik-siralik | Agustos 4. hafta Cekirdekli
Renkli Cariksiz Mavi-siyah Sofralik-siralik | Agustos 4. hafta Cekirdekli
Topbas Yesil-sari Sofralik Eyliil 2. hafta Cekirdekli

27




a. Asili asmada ¢eside ait kalemler Asis1z asma anacina ait

b. Asili asmada anaca ait kalemler/Celikler kalemler/celikler
Sekil 3. 1. Asili omcaya ait 6rnek Sekil 3. 2. Asisiz anaglara ait ¢elik
3.2. Yontem

Kalemler ve ¢elikler dinlenme doneminde alinmigtir. Alman g¢elikler Tokat
Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii Bagcilik
laboratuvara getirilerek ¢cesme suyu ile iyice yikanmig ve fazla suyun siiziilmesi i¢in 1
saat oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra her kombinasyona ait ¢elikler demetler
halinde baglanip etiketlenmistir. Etiketlenmis c¢elikler siyah polietilen materyal ile
sarilarak tekrar etiketlenerek analiz yapilincaya kadar buzdolabi kosullarinda (+4 °C’de)

muhafaza edilmistir.
3.2.1. izolasyon

Izolasyon islemleri Brum ve ark. (2012), Kaliterna ve ark. (2012), Cosoveanu ve ark.
(2014), Goriir ve Akgiil (2019) tarafindan uygulanan yontemlere gore yapilmistir.
Yonteme gore izlenen yol asagida gorseller Ek-2’de verilmistir. Her bir kombinasyona
ait kalemlerden 10’ar adet kullanilmis ve digerleri buzdolabinda gerekli goriildiiglinde
tekrar kullanilmak {izere muhafaza edilmistir. izolasyon islemleri Cukurova Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Mikoloji Laboratuvarinda yapilmustir. Islem

basamaklar1 agagidaki gibidir.
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Bagdan kesilen ve buzdolabinda muhafaza edilen asma kalemlerinin iist ve alt
kisimlar1 kesilerek 15 cm boyunda kalemler hazirlanmastir.

Kesilen bu kalemler %?2’lik sodyum hipoklorit soliisyonunda 3 dakika
bekletilerek ylizeysel sterilizasyon islemi yapilmistir.

Yiizey sterilizasyon sonrasi kalemler, yan yana konulmus 3 adet 1 litrelik behere
konulan steril distile su i¢inde 3’er dakika sira ile bekletilmistir.

Kalemler 3 kez distile suda durulandiktan sonra steril kurutma kagitlarina
konularak kurutmaya birakilmistir.

Izolasyonlar igin, i¢inde streptomycin siilfat antibiyotigi (150 mg/L) bulunan
PDA (Patates Dekstroz Agar) besi yeri kullanilmistir.

Otoklavdan ¢ikan PDA soliisyonlarina antibiyotigin eklenmesi, soliisyon
sicakliginin 45-50 °C’ye diistiigiinde gergeklestirilmistir.

Yiizeysel sterilizasyon islemi biten ve distile saf su ile yikanan kalemlerin dig
kabuk kisimlar1 steril bisturi/falgata/budama makasi ile soyulmustur.

Kalemlerin kabuklar1 cikarildiktan sonra i¢indeki odun kismindan 1-2 mm
kalinliginda diskler kesilmistir.

Kesilen diskler 9 cm capinda ve icinde PDA bulunan Petri’lere 7’ser adet
ekilmistir. Bu islem steril kabinde yapilmistir. Her bir ¢esit i¢cin 6 adet Petri kab1
kullanilmistir.

Ekim sonrasi petrilerde koloni gelisimi igin inkiibatore konulmustur (25°C).

Her bir petri i¢inde gelisen koloniler 7-10 giin sonra sayilmis ve not edilmistir.
Funguslari saflastirmak amaciyla, kolonilerden sivri bir bisturi ile kesitler alinmis
ve PDA besi yerlerine tekrar ekimleri yapilmistir.

Petrilerde klasik tanimlama igin koloni morfolojisi ve mikroskobik o6zellikler
incelenmis ve kaydedilmistir.

Endofitik funguslarin izole edilme oranlar1 dokular etrafinda gelisen koloni

sayisinin, petrilere ekilen doku sayisina oranlanmasiyla bulunmustur.
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Endofitik izolatlarin Molekiiler Tanisi

Bu amagla yapilan DNA ekstraksiyonu, PCR ve Jel Elektroforez Islemleri Cukurova

Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii’ne ait Mikoloji Laboratuvarinda

yapilmustir. Islem basamaklar1 asagidaki gibidir.

3.2.2. DNA ekstraksiyonu

Funguslardaki genomik DNA, Nejat ve ark. (2009)’nin kullandigi DNA eksraksiyonu

yontemi ile elde edilmistir. Islem basamaklar1 asagida, gorseller Ek-3’te verilmistir.

DNA ekstraksiyonunda kiiltiirden elde edilen miselyum 6rnekleri kullanilmistir.
Bu islemde besi ortaminda saf olarak gelistirilen fungusun miselyum parcaciklari
spatiil ile alinarak ezme posetlerine konulmustur.

Ezme posetlerine aktarilan miselyum parcaciklarinin igerisine ortalama 600 pl 2X
CTAB buffer ilave edilmis ve posetin disindan homojenizator ile dikkatlice
ezilmistir.

Daha sonra poset icerisinde ezme islemi ile olusan homojenat bir pipet ile alinip
1.5 mI’lik steril eppendorf tiipler igerisine konulmustur.

Bu homojenata 2 ul mercaptoethanol (2-mercaptoethanol) eklenip, vortex ile
eppondorf tiiplerdeki homojenatin iyice karistirilmasi saglanmastir.

Daha sonra eppondorf tiipler 30-40 dakika 65°C’lik kuru blok isiticida inkiibe
edilmis ve bu asamada da birkag defa vorteksleme islemi yapilmustir.

Inkiibe isleminden sonra olusan homojenata 600 pl chloroform-isoamylalkol
konulmus ve 30-45 saniye vorteksleme iglemi yapilmustir.

Eppondorf tiipler 14000 rpm’de 10 dakika santrifiijleme islemi yapilmistir.
Santrifiijleme islemi sonucunda eppondorf tiipiin i¢inde 2 ayr1 faz olusmustur.
Ustteki berrak (200 pl) faz pipet yardimiyla alinmis ve yeni tiiplere aktarilmistir.
Aktarilan yeni tiiplerdeki s1vinin iizerine yeniden 200 pl chloroform-isoamylalkol

eklenmis ve s1vi tam anlamiyla bulaniklagincaya kadar vortexlenmistir.
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- Bulaniklasan tiipler 14000 rpm’de 10 dakika tekrar santrifiij edilip santrifiij
sonucunda tiipte olusan 2 fazdan list kisminda olusan berrak katman (120 pl) bir
pipet yardimiyla alt katmana temas etmeden alinmis ve yeni tiiplere aktarilmistir.

- Yeni tiiplere aktarilan sivinin {izerine 80 ul soguk isopropanol (2-propanol)
eklenip tiipler yavasca 4-5 kez ¢alkalanmistir.

- Buislem ile alkole baglanan DNAnin dibe ¢6kmesi amaciyla tiipler 20-30 dakika
kadar -20°C’de bekletilmistir.

- Daha sonra alinan bu tiipler 14000 rpm’de 15 dakika tekrar santrifiij edilip tiipiin
ist kisminda olusan sivi dokiilerek DNA 1 ml hacimdeki %70’lik alkol ile
yikanmuistir.

- Tiplerin alkolden arindirilmasi islemi igin tiipler steril ortamda kagit havlulara
ters cevrilerek konulmustur.

- Steril kabinde 10 dakika bekletilen DNA pelleti kurulandiktan sonra igine 50 pl
TE buffer eklenip tiipler -20°C’de saklanmustir.

3.2.3. PCR ve jel elektroforez islemleri

PCR ve Jel elektroforez islemleri asagida, gorseller Ek-4’de verilmistir.

- DNA ekstraksiyon islemi tamamlandiktan sonra PCR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) islemi yapilmistir. Molekiiler tanida her bir izolat i¢cin ITS gen
bolgesinden PCR yapilmustir.

- PCR isleminde 0.2 mI’lik PCR tiiplerine her bir 6rnek icin, 5 ul 10XGreen Buffer
(ThermoScientific, EP0712), 2 ul ANTP karisimi, 1 pl ileri ve 1 pl geri yonde
primer (ITS4 ve ITSS), 0.25 pl Taq polimeraz enzimi (Thermo Scientific) ve
38.75 pl su sirast ile konulup karigim hazirlanmistir.

- Bu karisima, tanist yapilacak olan her bir O6rnegin DNA’sindan 1-2 pul
konulmustur.

- Tiipler son kez karistirilarak thermocycler cihazina konulmus ve DNA’lar su
protokole gore ¢ogaltilmistir: 95 °C’de 3 dk (1 kez), 95 °C’de 1 dk, 52 °C’de 1 dk
ve 72 °C’de 1 dk (35 kez) ve 72C’de 10 dk (final uzama).
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- Gen sekanslama asamasindan once PCR iirlinlerinin kalitesine bakmak ve tiriin
olup olmadigim1 kontrol etmek i¢in PCR iirlinleri jel elektroforez {linitesine
konulmustur.

- Bunun i¢in 1xTAE (Tris Asetat EDTA) buffer icerisinde %1.5’lik agaroz
(Invitrogen) eritilerek jel elektroforez iinitesinin kaset boliimiine dokiilmiis ve
lizerine tarak yerlestirilmistir.

- Kasete dokiilen jel donduktan sonra kasetle birlikte tanktaki 1XTAE buffer
igerisine yerlestirilmis ve yliklemeye hazir hale getirilmistir.

- Serit halinde parafilm kesilerek bunlarin iizerine 2 pl SYBR Green 1® (Lonza)
boyast damlatilmistir.

- PCR friinlerinden otomatik pipetle 6.5 pl alinip, parafilm {izerindeki DNA
boyastyla karistirildiktan sonra jele yiiklenmis ve DNA’lar 55 volt ve 400 mA
akim altinda 2 saat siireyle jelde yiiriitilmiistiir.

- Ardindan jel kasetten ¢ikarilarak UV lamba seti tizerine yerlestirilmis ve DNA

bantlar1 320 nm dalga boyunda goriintiilenmistir.

3.2.4. Gen sekanslama

- Jel lizerinde goriintiilenen DNA 6rnekleri hizmet alim1 yoluyla sekanslatilmis ve
her bir gen bolgesi icin niikleotid dizileri elde edilmistir.

- Elde edilen diziler NCBI-BLAST analiziyle NCBI gen bankasinda kayitli diger
tiirlerin dizileriyle karsilagtirilmis ve benzerlik oranlarina bakilarak tiir tanisi
tamamlanmistir.

- Niikleotid dizilerinin gen bankasina kaydedilmesiyle NCBI kayit numarasi

alinmis ve tiir tanis1 tamamlanmistir.
3.2.5. Patojenite testi
Molekiiler tanis1 yapilan endofitik izolatlar patojenite testine tabi tutulmustur. Calismada

celiklere patojenite inokiilasyonu OKTAEM’de, dikim, bakim ve 6l¢iim iglemleri Tokat

Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat Fakiiltesi Asma Fidan1 Uretim Unitesinde yapilmustir.
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Patojenite testi 6ncesi daha Once izole edilen izolatlarin, PDA ortami bulunan
petrilere ekimleri yapilmistir.

Ekimleri yapilan izolatlarin gelisimlerini tamamlamasi igin petri kaplar1 karanlik
ortamda 15 giin boyunca 25 C’de inkiibe edilmistir.

Patojenite testi ¢aligmalar1 Narince ¢esidinden alinan dormant haldeki kalemler
kullanilarak yapilmistir.

Asma kalemlerine inokulasyon islemi Ayres ve ark. (2011)’nin miselyal agar disk
yontemine gore yapilmistir.

Bu yonteme gore inokulasyon; dormant asma kalemlerinin tepe noktalarina, 5
mm’lik miselyal agar diskleri inokule edilip lizerinin parafilm sarilmasi ile
yapilmistir.

Inokule edilen dormant kalemler igerisinde perlit ve torf (1:1 hacimde) bulunan
posetlere dikilmislerdir.

Calismada her uygulama i¢in 5 adet asma kalemi kullanilmistir.

Inokulasyon islemi tamamlanan asma ¢ubuklar1 TOGU Ziraat Fakiiltesi Bahce
Bitkileri Boliimii Asma Fidan1 Uretim Unitesinde 25 °C (£2 °C) ve %85 nem
iceren ortamda yetismesi saglanmistir.

90 giin sonunda yetistirilen asma cubuklarinda olusan lezyon uzunluklari

Olciilmiis ve kaydedilmistir.

3.2.6. Endofitik tiirlerin baz1 patojenlere kars1 antagonistik etkisinin belirlenmesi

Calisma sonucunda izole edilen ve endofitik 6zellik gosterebilecek funguslarla bazi

patojen funguslarin miselyal gelisim tizerinde antogenistik bir etkiye sahip olup

olmadiklar1 belirlenmeye c¢alisilmistir. Antagonistik etki ile ilgili islemler OKTAEM

biinyesinde bulunan Bitki Koruma laboratuvarinda yapilmaistir.

Izolatlarin PDA ortamina ekimleri yapilarak saf halde gelisimleri saglanmustir.
10 giin siireyle PDA ortamlarinda gelisen endofitik izolatlardan cork borer
yardimi ile miselyal agar diskleri alinmis, igerisinde PDA besi ortami bulunan
petri kabinin bir tarafina yerlestirilmis ve gelismeye birakilmustir.

Daha sonra patojenlere ait diskler PDA ortaminda bulunan endofitik fungus

izolatinin kars1 tarafina ekimi yapilmistir.
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- Kontrol olarak alinan petri kaplarinin kenarina sadece endofitik-patojen diski
konulmustur.
- Ikili kiiltir seklinde olusturmus olan bu petriler 6-18 giin inkiibasyon igin
bekletilmistir.
- Ikili kiiltiir testi ise patojen fungusun ekiminden 10 giin sonra (petriyi tamamen
kapladiginda) deneme sonlandirilmistir.
- Her bir petride endofitik ve patojen fungus gelisimleri sonucunda iki tiir arasinda
meydana gelen mesafe (bariyer) cetvelle dl¢iilmiis ve kaydedilmistir.
- Ikili kiiltiir testinde her bir izolat i¢in 3 adet petri kullanilmistir. Her bir petri kab1
bir tekerriir olarak kabul edilmis ve deneme iki kez tekrarlanmistir.
Calisma tesadiif parselleri deneme desenine gore 10 tekerriirlii yapilmistir. Elde edilen
veriler varyans analizine tabii tutulduktan sonra ortalamalarin karsilastirilmasinda

LSD(0.05) testinden yararlanilmistir.

34



4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Asma Kalemlerinden Elde Edilen Endofitik Funguslar

Tokat ilinde bulunan standart sofralik iiziim ¢esitleri (1. grup), yoresel tiziim ¢esitleri (2.
grup), Narince {iziim ¢esidine ait klonlar (3. grup), farkli anaglara asili Narince {iziim
cesidi (4. grup) ve asma anaglarina ait kalemler/gelikler (5. grup) buzdolabindan ¢ikarilip
yontemine uygun olacak sekilde izolasyon islemleri yapilmistir. Her petri kutusundaki
PDA besi yerine ekimi yapilan 7 adet doku pargasi, fungal gelisim i¢in inkiibe edilmistir.
7-14 giin sonra odun dokusunda miselyal gelisimler gézlemlenmis ve petri igerisinde

birden fazla koloni gelisimi ger¢eklesmistir (Sekil 4.1).

Dormant kalem ve c¢eliklerin i¢ dokularindan yapilan izolasyonlar sonucunda,
Ascomycota ve Basidiomycota subesine bagli 24 farkli cins icerisinde yer alan 30 farkli
tiirde funguslar elde edilmistir. Izolatlarn klasik tanis1 Barnett ve Hunter (2003) ve
Arzanlou ve ark., (2013)’min belirttigi 6zelliklere 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 4.2-

Sekil 4.5°de verilmistir.
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Sekil 4.1. a) Kalemlerin PDA besi yerine ekimi, b) miselyal gesimi, c) saflastirma igin 6rnek
alimu, d) saf kiiltiir eldesi
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Sekil 4.2. Saflagtirilmasi yapilan funguslarin PDA ortamindaki goriintiileri
a) Acremonium egyptiacum b) A. fusidioides c) A. hyalinum d) A. sclerotigenum €) Alternaria
alternata f) A. infectoria
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Sekil 4.3. Saﬂast1r11mas1ap11an funguslarin PDA ortamindaki gbrutulerl
g) Aspergillus ochraceus h) Athelia bombacina j) Botryosphaeria dothidea k) Cadophora luteo-
olivacea I) Cladosporium cladosporioides m) Cytospora salicacerum
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Sekil 4.4. Saflagtirilmasi yapilan funguslarin PDA ortamindaki goriintiileri
n) Diatrype stigma o) Epicoccum nigrum p) Neonectria ramularia r) Neosetophoma clematidis
s) Oidiodendron cerealis t) Paraconiothyrium fuckelii
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Sekil 4.5. Saflagtirilmasi yapilan funguslarin PDA ortamindaki goriintiileri
u) Phoma tropica v) Pseudogymnoascus pannorum y) Sarocladium strictum z) Truncatella
angustata
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Izolatlarin saflastirilmastyla yukarida belirtilen cinslerden toplam 102 adet fungal izolat

elde edilmistir. Bu cinslerden elde edilen izolat sayis1 Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Arastirmada elde edilen fungal cinsler ve izolat sayilar

Izolat Izolat

Fungal Cinsler Sayisi Fungal Cinsler Sayisi
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

Trouillas ve Gubler (2010a,b), Gramaje ve ark. (2011), Urbez-Torres (2011), Lawrence
ve ark. (2017) ve Arzanlou ve ark. (2013)’nin ¢caligmalar esas alindiginda bu ¢alismadaki
Botryosphaeria, Cadophora, Cytospora, Diatrype ve Truncatella cinsi izolatlar
asmalarda fungal govde hastaliklariyla iligkili bulunmus diger cinsler endofitik funguslar
igerisinde degerlendirilmislerdir. Izolatlar PDA besi yerindeki morfolojik gdriiniimlerine
gore gruplandirildiktan sonra her gruptan birer izolat temsilen secilmis ve PCR
yapilmistir. PCR sonucu elde edilen iirlinlerin %1.5’luk agaroz jelde yiiriitiilmesiyle,
biiytikliikleri yaklasik 600-900 bp arasinda degisen DNA bantlar1 elde edilmistir (Sekil
4.6). Bu tirtinlerin sekanslanmasiyla BLAST analizi yapilarak tiirlerin tanis1 %99-100’lik
oranlarla dogrulanmistir. Gen dizilemesi ve niikleotid BLAST analizi sonuglarina gore

30 farkli tiir icin NCBI Gen Bankasi’ndan kayit numaralar1 alinmistir (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.6. ITS primerleriyle (ITS4-ITS5) yapilan PCR sonucu elde edilen DNA
bantlarinin agaroz jeldeki (%1.5) goriintiileri (M: marker, 100 bp)

Standart sofralik tiziim cesitlerinde (1. grup) belirlenen endofitikler ve izole edilme
oranlart Cizelge 4.3’de; yoresel liziim ¢esitlerinde (2. grup) belirlenen endofitikler ve
izole edilme oranlar1 Cizelge 4.4’de; Narince iiziim gesidine ait klonlarda (3. grup)
belirlenen endofitikler ve izole edilme oranlar1 Cizelge 4.5°de; farkli anaglara asili
Narince iiziim ¢esidinde (4. grup) belirlenen endofitikler ve izole edilme oranlar1 Cizelge
4.6’te ve asma anaglarinda (5. grup) belirlenen endofitikler ve izole edilme oranlari ise

Cizelge 4.7°da verilmistir.

Calismada elde edilen 30 adet endofitik fungus tiiriiniin 28 tanesi Ascomycota subesi, 2
tanesi ise Basidiomycota subesine aittir (Cizelge 4.1). Endofitik tiirlerin tamami biitiin
cesitlerden diizenli olarak izole edilememistir. Fakat Alternaria alternata, Aureobasidium
pullulans, Cladosporium cladosporioides, Penicillium ve Steril beyaz Basidiomycetous
endofitikleri 5 grupta yer alan ¢esitlerin en az birinden saptanmustir (Cizelge 4.2-4.5).
Bununla birlikte Acremonium hyalinulum ve Cytospora salicacearum tiirleri sadece
standart sofralik liziim cesitlerinde (sirasiyla; Victoria, Sultani Cekirdeksiz ve Royal)
(Cizelge 4.2); Aspergillus sp (Topbas), Neosetophoma italica (Misket Cavus),
Oidiodendron cerealis (Aktas Cavus, Topbas), Penicillium communae (Meme {iziim,
Patlak {iziim) sadece yoresel tiziim cesitlerinde (Cizelge 4.3); Cytospora sp. endofitigi
sadece Narince iiziim g¢esidinin 12 nolu klonunda (Cizelge 4.4); Acremonium
aegyptiacum (Harmony) ve Fusarium acuminatum (1616 C) sadece asma anaglarinda

(Cizelge 4.6); Sarocladium strictum Narince tiziim ¢esidine ait klonlarda (2 ve 4 nolu
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klonlar) ve Narince/41 B kombinasyonunda anag ¢eliginde (Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5);
Phoma sp. ise yoresel ¢esitlerden Buludi ¢esidinde ve Narince/5BB kombinasyonunda
ana¢ celiginde (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.5) belirlenmistir. Calismanin tamami dikkate
alindiginda 36 adet endofitik tiir belirlenmistir. Her grubun ortalamasi alindiginda
anaglarda 5.5+1.2 adet (Min.: 4 - Mak.: 8), Narince iiziim ¢esidine ait klonlarda 4.1£1.5
(Min.: 1 - Mak.: 7) adet, yoresel gesitlerde 3.4+1.8 (Min.: 1 - Mak.: 7) adet ve standart
sofralik tiziim ¢esitlerinde ise 2.8+1.3 (Min.: 1 - Mak.: 5) adet endofitik tiir belirlenmistir.

Standart sofralik ¢esitlerde (1.grup) yapilan izolasyonda; 11 ¢esitten Cladosporium
cladosporioides; 10 cesitten Aureobasidium pullulans; 9 c¢esitten Sterile White
Basidiomycetous; 7 gesitten Alternaria alternata ve 4 gesitten Acremonium sclerotigenum
tirleri belirlenmistir. Botryosphaeria dothidea patojenik tiirii iki tiziim ¢esidinde
(Mevlana ve Tekirdag Cekirdeksiz) belirlenirken Acremonium fusidioides, Acremonium
hyalinulum, Cytospora salicacearum, Penicillium sp., ve Phaeoacremonium minimum
turleri ise sadece bir standart sofralik {iziim ¢esidinde belirlenmistir. Crimson Seedless
cesidinde sadece bir endofitik tiir belirlenirken (Alternaria alternata) en fazla tiir Superior
Seedless, Tekirdag Cekirdeksizi ve Trakya ilkeren cesitlerinde belirlenmistir (Cizelge
4.3).
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Cizelge 4.2. Dormant asma kalemlerinden izole edilen fungal tiirler ve NCBI GenBank kayit numaralari

Izolat  ITS GenBank Kayit .
Fungal Tiirler Kodu No Izole edildigi cesit
1 Acremonium aegyptiacum AY86 OL691159 1616C (V. longii x V. riparia)
2 Acremonium fusidioides AY88 0OL691160 1613C (V. solonis x Othello)
3 Acremonium hyalinum AY51 OL691150 Victoria (Vitis vinifera)
4 Acremonium sclerotigenum AY42 0oL691147 5BB (V. berlandieri x V. Riparia) / Narince (Vitis vinifera)
5 Alternata alternata AY?2 OL691143 Karaerik (Vitis vinifera)
6 Alternata infectoria AY4 0OL691144 Red Globe (Vitis vinifera)
7 Aspergillus ochraceus AY111 OL691169 Narince (Vitis vinifera)
8 Aspergillus piperis AY110 0L691168 Narince (Vitis vinifera)
9 Athelia bombacina AY65 OL691154 Patlak Kara (Vitis vinifera)
10 Aureobasidium pullulans AY32 0L691145 Alphonse Lavallee (Vitis vinifera)
11 Botryosphaeria dothidea AY57 0OL691152 Tekirdag Cekirdeksizi (Vitis vinifera)
12 Cadophora luteo-olivacea AY91 0L691162 140 Ruggeri (V. berlandieri x V. Rupestris)
13 Cerrena unicolor AY114 OL691171 Narince (Vitis vinifera)
14 Cladosporium cladosporioides AYT7 0OL691156 Harmony (1613C x Dogridge)
15 Cytospora salicacearum AY41 OL691146 Trakya Ilkeren (Vitis vinifera)
16 Diatrype stigma AY70 0OL691155 Karaiiziim Cepni (Vitis vinifera)
17 Epicoccum nigrum AY50 0L691149 Boduroglu (Vitis vinifera)
18 Fusarium avenaceum AY113 0OL691170 Narince (Vitis vinifera)
19 Neonectria ramularia AY4T7 0OL691148 Misket Cavus (Vitis vinifera)
20 Neosetophoma clematidis AY90 0L691161 5BB (V. berlandieri x V. Riparia) / Narince (Vitis vinifera)
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Cizelge 4.2. (Devam) Dormant asma kalemlerinden izole edilen fungal tiirler ve NCBI GenBank kayit numaralari

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

Izolat ITS GenBank Kayit
Fungal Tiirler Kodu No Izole edildigi gesit
Neosetophoma italica AY115 0OL691172 Narince (Vitis vinifera)
Oidiodendron cerealis AY82 OL691157 Aktas Cavus (Vitis vinifera)
Paraconiothyrium fuckelii AY106 OL691165 41B (V. vinifera x V. Berlandieri) / Narince (Vitis vinifera)
Penicillium commune AY109 0OL691167 Narince (Vitis vinifera)
Phoma tropica AY53 OL691151 Harmony x Dogridge (V. Champinii))
Pseudogymnoascus pannorum AY85 0L691158 1616C (V. solonis x Othello)
Sarocladium strictum AY107 OL691166 1103P (V. berlandieri x V. Rupestris /Narince (Vitis vinifera)
Stemphylium vesicarium AY60 0OL691153 [zabel (Vitis labrusca)
Sterile white basidiomycetes AY101 OL691164 4 nolu klon (Vitis vinifera)
Truncatella angustata AY92 0L691163 Patlak Uziim (Vitis vinifera)
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Cizelge 4.3. Standart sofralik tiziim gesitlere ait endofitik funguslar ve bulunma oranlari (%)
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Alphonse Lavallée 16.3 4.1
Cardinal 12.2 2.0
Crimson Seedless 20.4
Flame Seedless 12.2 8.2
Horoz Karasi 4.1 57.1
Italia 4.1 4.1
Lival 6.1 18.4 10.2
M.Palieri 2.0 2.0 20.4
Mevlana 6.1 22.4 32.7
Prima 6.1 2.0
Red Globe 2.0 6.1
Royal 2.0 4.1 2.0
Sultani Cekirdeksiz 12.2 2.0 12.6
Superior Seedless 2.0 12.2 4.1 2.0 4.1
Tekirdag Cekirdeksiz 28.4 4.1 22.4 16.3 2.0
Trakya ilkeren 2.0 2.0 4.1 28.6 57.1
Victoria 2.0 20.4 14.3
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Cizelge 4.4. Yoresel tiziim ¢esitlere ait endofitik funguslar ve bulunma oranlar1 (%)
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Cizelge 4.5. Narince liziim ¢esidine ait klonlarda endofitik funguslar ve bulunma oranlari (%)
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Cizelge 4.6. Farkl1 anaglara asilanmis Narince {iziim ¢esidi kombinasyonlarinda endofitik funguslar ve bulunma oranlari (%)
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Cizelge 4.7. Asma anaglarinda endofitik funguslar ve bulunma oranlart (%)
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Yoresel iizim cesitlerinde (2. grup) yapilan izolasyonda; 10 cesitte Sterile White
Basidiomycetous; 9 ¢esitte Aureobasidium pullulans; 8 gesitte Alternaria alternata; 7
cesitte Cladosporium cladosporioides ve 4 ¢esitte de Diatrype stigma tiirleri saptanmustir.
Penicillium sp. ¢ gesitte; Aspergillus sp, Athelia bombacina, Epicoccum nigrum ve
Oidiodendron cerealis tiirleri iki ¢esitte; Alternaria infectoria, Fusarium equiseti,
Neonectria ramularia, Neosetophoma italica, Paraconiothyrium fuckelii, Penicillium
communae, Phoma sp. ve Pseudogymnoascus pannorum tiirleri ise sadece bir ¢esitte
belirlenmistir. Horoz Pasa tiziim ¢esidinde sadece bir adet endofitik tiir (Aureobasidium
pullulans) belirlenirken, izabel, Kara iiziim ve Meme iiziimiinde altigar tiir belirlenmistir
(Cizelge 4.4).

Narince {iziim ¢esidine ait klonlarda (3. grup) yapilan izolasyonda; 16 klon adayinda
Sterile White Basidiomycetous; 15 klon adaymnda Aureobasidium pullulans; 13 klon
adayinda Cladosporium cladosporioides; 11 klon adayinda Penicillium sp.; 10 klon
adaymda Alternaria alternata tiirleri saptanmistir. Pseudogymnoascus pannorum ve
Sarocladium strictum ti¢ klon adayinda; Acremonium sclerotigenum, Aspergillus niger
ve Epicoccum nigrum iki klon adayinda belirlenirken Athelia bombacina, Botryosphaeria
dothidea, Diatrype stigma, Neosetophoma clematidis ve Phaeoacremonium aleophilum
ise sadece bir klon adayinda belirlenmistir. 17 nolu klon adayinda sadece bir adet
endofitik tiir (Aureobasidium pullulans) belirlenirken 12 nolu klon adayinda 6 tiir

belirlenmistir (Cizelge 4.5).

Farkl1 anaglara asili Narince tiziim ¢esidinden (4. grup) yapilan izolasyonda; biitiin anag
ve anag/cesit kombinasyonlarinda Cladosporium cladosporioides endofitik fungusuna
rastlanmistir.  Fakat C. cladosporioides 1103 Paulsen/Narince asili  fidan
kombinasyonunun anag¢ kisminda (%28.0) ve 5 BB/Narince asili fidan kombinasyonunun
cesit kisminda (%14.3) yiiksek yogunlukta belirlenirken 41B/Narince kombinasyonunun
hem ana¢ hem de ¢esit kisminda (%2.0) diisiik yogunlukta belirlenmistir. Alternaria
alternata 5BB/Narince ve 110R/Narince ye ait biitin anag ve anag/gesit
kombinasyonlarinda belirlenirken sadece 1103 Paulsen/Narince kombinasyonunun anag
kisminda, 41 B/Narince kombinasyonunun sadece ¢esit kismi ile asisiz anaglarindan izole
edilmistir. Belirlenen tiirler igerisinde Alternaria alternata 5 BB ve agsili

kombinasyonunda, 110 R ve asili kombinasyonunda; Penicillium sp. 1103 Paulsen ve
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asili  kombinasyonunda birlikte belirlenmistir. 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 5BB
anacinda),  Neosetophoma  clematidis  (5BB/Narince’nin  ana¢  kisminda),
Paraconiothyrium  fuckelii (41 B/Narince’nin ¢esit kisminda), Phoma sp.
(5BB/Narince’nin ana¢ kisminda), Sarocladium strictum (41B/Narince ¢esidinin anag

kisminda) sadece bir yerde belirlenmistir (Cizelge 4.6)

Asma anaglarinda (5. grup) yapilan izolasyonda; Cladosporium cladosporioides biitiin
anaglarda belirlenirken yogunluk en fazla 44-53 anacinda (%40.8) ortaya ¢ikmustir.
Acremonium sclerotigenum ve Alternaria alternata tiirleri de anaglarin biiyiik
cogunlugunda goriilmiistiir. Bu ¢calismada materyal olarak kullanilan 1613 C anac1 8 adet
ile en fazla endofitik tiir 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 P
anaci1), Fusarium acuminatum (Harmony anaci), Neonectria ramularia (41 B anaci),
Paraconiothyrium fuckeli (1613 C anaci) ve Sterile White Basidiomycetous (Harmony

anaci) tiirleri sadece bir anagta belirlenmistir (Cizelge 4.7)

Asmalarda endofitik fungus tiirlerinin ve yogunlugunun belirlenmesi {izerine yapilan
caligmalarda; 6rneklerin alinma zamanina gére (Renouf ve ark., 2005; Krol, 2006), izim
cesitlerine gore (Renouf ve ark., 2005; Casieri ve ark., 2009; Gonzalez ve Tello, 2011;
Cosoveanu ve ark., 2014; Abdullah ve ark., 2015; Kunova ve ark., 2018), 6rneklerin
alinma yerine gore (siirgiin, yaprak veya meyve gibi) (Musetti ve ark., 2009; Gonzalez ve
Tello, 2011; Oliveira ve ark., 2018), omca yasina gore (Bruez ve ark., 2016), bagda
geleneksel veya organik tarim uygulamalarina gére (Renouf ve ark., 2005; Pancer ve ark.,
2012; Varanda ve ark., 2016; Kernaghan ve ark., 2017), yabani veya kiiltiir forma gore
(yabani formlarda daha ¢ok oldugu) (Kernaghan ve ark., 2017), {iztimlerin yetistirildigi
cografik bolgeler gore (Goriir, 2019) endofitik ¢esitliligin degisebilecegi yoniinde
caligmalar vardir. Bununla birlikte bazi c¢alismalar endofitik flora {izerine iiziim

cesitlerinin etkili olmadigini da (Varanda ve ark., 2016) belirtmektedir.

Calismada bulunmus olan tiirlerden Acremonium (Gonzalez ve Tello, 2011; Brum ve ark.,
2012; Giambra ve ark., 2015; Rezgui ve ark., 2018), Alternaria (Krol, 2006; Casieri ve
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ark., 2009; Varanda ve ark., 2016; Oliveira ve ark., 2018; Rezgui ve ark., 2018; Almeida
ve ark., 2020), Aspergillus (Pszczolkowski ve ark., 2001; Abdullah ve ark., 2015;
Almeida ve ark., 2020), Aureobasidium (Musetti ve ark., 2009; Parafati ve ark., 2015;
Pinto ve ark., 2018; Goriir, 2019), Botryosphaeria (Phillips, 1998; Casieri ve ark., 2009;
Urbez-Torres ve ark., 2006; Yan ve ark., 2012), Cytospora (Hergholi ve ark., 2015;
Almeida ve ark., 2020), Diatrype (Trouillas ve ark., 2010a,b), Epicoccum (Kortekamp,
1997; Gonzalez ve Tello, 2011; Varanda ve ark., 2016; Almeida ve ark., 2020), Fusarium
(Farashiani ve ark., 2012; Abdullah ve ark., 2015; Almeida ve ark., 2020), Geosmithia
(Hergholi ve ark., 2015), Penicillium (Soytong ve ark., 2005; Casieri ve ark., 2009;
Almeida ve ark., 2020), Pestalotiopsis (Almeida ve ark., 2020), Phaeoacremonium
(Farashiani ve ark., 2012; Urbez-Torres ve ark., 2014; Raimondo ve ark., 2019) ve Phoma
(Pszczolkowski ve ark., 2001; Farashiani ve ark., 2012; Kunova ve ark., 2018; Li ve ark.,
2020) tiirleri bagcilikta endofitik funguslar tizerinde yapilan ¢alismalarda da bulunmus

ve literatiirde belirtilmistir.

Calismaya konu olan standart sofralik tiziim ¢esitlerden 12 tanesi ¢ekirdekli 5 tanesi ise
¢ekirdeksizdir. Alternaria alternata tiirii biitiin ¢ekirdeksiz tiztimlerde (Crimson Seedless,
Flame Seedless, Sultani Cekirdeksiz, Superior Seedless ve Tekirdag Cekirdeksiz)
belirlenirken ¢ekirdekli iiziimlerden sadece Horoz Karasi ve Lival ¢esidinde
belirlenmistir. Acremonium fusidioides, Penicillium sp. ve Phaeoacremonium minimum
sadece renkli tiziimlerde belirlenirken Acremonium hyalinulum ise sadece beyaz

¢esitlerde belirlenmistir.

Yoresel tiziim gesitlerinden beyaz renkli Boduroglu ve Meme iiziimiinde Epicoccum
nigrum tiirii belirlenirken renkli tiziimlerde belirlenememistir. Cesitlerin 7 tanesi Agustos,
10 tanesi de Eyliil ayinda olgunlasmaktadir. Eyliil ayinda olgunlasan Topbas ve Izabel
cesitlerinde  Aspergillus  sp.  belirlenirken Agustos ayinda olgunlasanlarda

belirlenememistir.

Anaglar1 genel 6zelliklerine 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) anaglarda Athelia bombacina, Cerrena unicolor ve Neonectria

ramularia; nematodlara dayanikli olan anaglarda (1613 C, 1616 C ve Harmony) ise
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Acremonium  fusidioides, Acremonium aegyptiacum, Fusarium acuminatum,

Paraconiothyrium fuckelii ve Sterile White Basidiomycetous tiirleri saptanmustir.
4.2. Patojenisite Testi Sonuclari

Patojenite testinden amag; izole edilen fungus tiiriiniin ¢alisma konusu olan bitki i¢in
patojen olup olmadiklari; patojen ise viriilenslik durumlarini belirlemektir. Omcalarda
yapilan patojenite testleri farkli sekillerde yapilabilmektedir. Calisma materyali olarak
cogunlukla Vitis vinifera L. tiirline ait ¢esitlerin verim ¢agindaki omcalari, 1-3 yash tiiplii
fidanlar1 veya bir yillik siirglinleri kullanilir. Petrilerde PDA ortaminda yetistirilen
funguslarin 5-8 mm c¢apindaki agar pargalari, yeni kesilmis siirgiin uglarina veya kalemde
acilan bir deligin igerisine yerlestirilir ve lizeri vazelin ve/veya stre¢ film/parafilm ile
kaplanir. Sicaklik ve nem kontrollii ortamlarda (25 °C sicaklik, %80-95 nispi nem, 12
saat aydinlik/karanlik) 2 hafta ile 3 ay arasi bekletilen bitkisel materyalin inokiilasyon
noktalar agilarak, etmenin baslangi¢ noktasindan ne kadar ilerledigi (lezyon uzunluklari)

belirlenir.

Calismada tanis1 yapilan funguslarin patojenik durumlarini belirlemeye yonelik olarak
Narince iiziim ¢esidine ait kislik stirglinler kullanilmistir. Patojenite testine 30 tiire ait
izolatlar kullanilmistir. Inokulasyondan 90 giin sonra odun dokuda lezyon olusturma
durumlart belirlenmis (Sekil 4.7) ve meydana gelen lezyon uzunluklar1 6l¢iilmiistiir
(Cizelge 4.8). Patojenite test sonuglarinda Acremonium aegyptiacum, A. fusidioides, A.
sclerotigenum, Alternaria alternata, Aspergillus piperis, Athelia bombacina,
Cladosporium  cladosporiodes, Cytospora salicacerum, Epicoccum  nigrum,
Neosetophoma  clematidis, Oidiodendron cerealis, Penicillium communae,
Pseudogymnoascus pannorum’da herhangi bir lezyon olusumu goézlemlenmemistir.
Lezyon meydana getirmeyen bu tiirlerin nemli bir kism1 biyolojik miicadele ajani olarak
cesitli calismalarda kullanilmaktadir. Viriilent oldugu diisiiniilen funguslarda lezyon
uzunluklar1 6-65 mm arasinda degiskenlik gostermistir. En viriilent fungus 65 mm ile
Botryosphaeria dothidea’da meydana gelirken en az lezyon uzunlugu 6 mm ile

Neonectria ramularia’da belirlenmistir (Cizelge 4.8)
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Sekil 4.7. Inokiilasyon sonrasi meydana gelen lezyon uzunluklart
(a) Truncatella angustata b) Diatrype stigma ¢) Cytospora salicacearum d) Cadophora luteo-
olivacea €) Botryosphaeria dothidea f) kontrol

Patojenite testlerinde Olgiilen lezyon uzunluklar1 ¢esitli faktorler tarafindan

etkilenebilmektedir.

Urbez-Torres ve ark. (2009) Neofusicoccum parvum (UCD642S0), Botryosphaeria
dothidea (UCD1181Me) ve Diplodia seriata (UCD352Mo) ya ait izolatlar1 Red Globe ve
Syrah iiziim cesitlerine ait omcalarda patojenite testine tabii tutmuslardir. Izolatlarin
lezyon uzunluklari gesitlere gére N. parvum‘da 75.1- 63.8 mm, B. dothidea‘da 47.8-42.6
mm, D. seriata‘da 40.2 - 35.9 mm arasinda degismistir. Bu durumun gesitlerin duyarlilik
derecesinden kaynaklandigi sOylenebilir. Nitekim Giiler ve Akgiil (2020) 49 nolu N.
parvum izolatin1 11 {iiziim c¢esidinde meydana getirdigi lezyon uzunluklarimin
degisebildigini, lezyon uzunlugu en az olan Cardinal (12.5 mm) gesidinin daha tolerant
olabilecegini bildirmistir. Yine Giiler ve Akgiil (2020) 4 farkli N. parvum izolatin1 Prima

cesidinde patojenite testine tabii tutmus ve lezyon uzunluklarinin 9 mm (Izolat no: 84) ile
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47.4 mm (izolat no: 49) arasinda degistigini, lezyon uzunlugu fazla olan 49 nolu izolatin

daha viriilent oldugunu bildirmistir.

Cizelge 4.8. Calismada elde edilen fungus tiirlerinin odun dokuda meydana getirdigi
lezyon uzunluklari

Lezyon Lezyon
Funguslar uzunlugu Funguslar uzunlugu

(mm) (mm)
Acremonium aegyptiacum 1.2 Botryosphaeria dothidea 65.0
Acremonium fusidioides 1.3 Cadophora luteo-olivacea 45.0
Acremonium hyalinum 0.9 Cytospora sp. 21.9
Acremonium sclerotigenum 15 Cytospora salicacearum 23.6
Alternata alternata 1.3 Diatrype stigma 25.0
Alternata infectoria 1.1 Neonectria ramularia 6.0
Aspergillus ochraceus 0.9 Truncatella angustata 24.8
Aspergillus piperis 1.3
Athelia bombacina 0.9
Aureobasidium pullulans 1.0
Cerrena unicolor 1.2
Cladosporium cladosporioides 1.0
Epicoccum nigrum 15
Fusarium avenaceum 1.6
Neosetophoma clematidis 1.6
Neosetophoma italica 1.5
Oidiodendron cerealis 1.9
Paraconiothyrium fuckelii 1.3
Penicillium commune 0.9
Phoma tropica 15
Pseudogymnoascus pannorum 1.1
Sarocladium strictum 1.2
Stemphylium vesicarium 1.4

Trouillas ve Gubler (2010a,b), Diatrypaceae cinsine ait tiirlerde patojenite testleri
yapmislardir. Uygulamalar1 aralik ayinda budama sonrast (budama yaralarina
inokiilasyon); subat aymnda dormant kalemlere ve haziran aymda yesil siirglinlere
yapmuslardir. Caligmaya konu olan tiirlerde ve izolatlarda uygulama zamanlarina gore

farkliliklar meydana gelmistir. Ornegin Diatrype stigma’nin lezyon uzunluklari budama
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sonras1 uygulandiginda 40.0 mm, dormant kalemlere uygulandiginda 50.0 mm, yesil

sirgiinlere uygulandiginda ise 25.4 mm olarak 6l¢iilmiistiir.

Urbez-Torres ve ark. (2009) tiiplii Crimson Seedless gesidine ait 1 yillik fidanla yaptiklar
patojenite ¢alismalarinda; Botryosphaeria dothidea izolatlarinda 86.0-277.8 mm;
Diplodia seriata da 17.3-148.0 mm; Neofusicoccum parvum da 178.0-335.7 mm arasinda
lezyon uzunluklarinin degistigini bildirmislerdir. Tez c¢alismasinda elde ettigimiz
sonuglarda patojenik tiirlerin lezyon olusturmasi, yukarida bahsedilen 6nceki ¢alismalarla

paralellik gostermektedir.

Degerlendirme sonucunda herhangi bir lezyon olusturmayan Acremonium aegyptiacum,
A. fusidioides, A. hyalinum, A. sclerotigenum, Alternata alternata, Alternata infectoria,
Aspergillus ochraceus, Aspergillus piperis, Athelia bombacina, Aureobasidium
pullulans, Cerrena unicolor, Cladosporium cladosporioides, Epicoccum nigrum,
Fusarium avenaceum, Neosetophoma clematidis, Neosetophoma italica, Oidiodendron
cerealis, Paraconiothyrium fuckelii, Penicillium commune, Phoma tropica,
Pseudogymnoascus pannorum, Sarocladium strictum ve Stemphylium vesicarium
funguslari, lezyon olusturan Botryosphaeria dothidea, Cadophora luteo-olivacea,
Cytospora sp., Diatrype stigma ve Truncatella angustata ikili kiiltiir ¢alismasinda

kullanilmak tizere secilmislerdir.

4.3. In vitro kosullarda endofitik funguslarin antogonistik etkileri

Calismada elde edilen endofitik fungus izolatlarinin (Acremonium aegyptiacum, A.
fusidioides, A. hyalinum, A. sclerotigenum, Aspergillus piperis, Athelia bombacina,
Epicoccum nigrum, Fusarium avenaceum, Neosetophoma clematidis, Oidiodendron
cerealis, Penicillium commune, Pseudogymnoascus pannorum ve Sarocladium strictum)
PDA ortaminda, patojenlerle (Botryosphaeria dothidea, Cadophora lutea-olivacea,
Cytospora salicacearum, Diatrype stigma ve Truncatella angustata) olan etkilesimleri

sirastyla asagida verilmistir.
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4.3.1. Endofitik funguslarin Botryosphaeria dothidea’nin miselyal gelisimi iizerine

antagonistik etkileri

B. dothidea ile endofitik funguslar arasindaki engelleme mesafeleri (inhibasyon zonu)
Cizelge 4.9°da; PDA ortaminda ikili kiiltlir goriiniisleri ise Sekil 4.8-4.18”de verilmistir.
Calismada kullanilan endofitik funguslar B. dothidea.’nin miseliyal biiylimesini 0.00-
13.33 mm arasinda inhibe etmistir. B. dothidea.’nin biiyiimesini Acremonium
aegyptiacum (13.00 mm) ve Pseudogymnoacus pannorum (13.33 mm) en fazla
engellerken Penicillum communae (0.00 mm) ve Aspergillus piperis’in (0.37 mm) ise
engelleyici ozelliklerinin olmadigi belirlenmistir. Epicoccum nigrum (10.00 mm),
Neosetophoma clematidis (10.00 mm) ve Sarocladium strictum (10.00 mm) endofitik
tirleri B. dothidea’nin miseliyal gelisimini engelleyen A. aegyptiacum ve P. pannorum

tiirleri ile istatistiki olarak ayni grupta yer almistir.

Cizelge 4.9. Endofitik fungus tiirleri ile B. dothidea kolonileri arasindaki engelleme zonu
uzunluklar1 (mm)

R T
Acremonium aegyptiacum 13.0a
Acremonium fusidioides 3.3de
Acremonium hyalinum 2.0 de
Acremonium sclerotigenum 4.3cd
Aspergillus piperis 04e
Athelia bombacina 1.7 de
Epicoccum nigrum 10.0 ab
Fusarium avenaceum 13.3a
Neosetophoma clematidis 10.0 ab
Oididendron cerealis 7.0 bc
Penicillum communae 00e
Pseudogymnoacus pannorum 13.3a
Sarocladium strictum 10.0 ab
LSD (0.05) 3.42
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Sekil 4.8. Acremonium aegyptiacum ve Botryosphaeria dothidea ikili kiiltiirii
(A: alt gbriiniig, B: iist goriiniis)

|
" —

Sekil 4.9. Acremonium fusidioides ve Botryosphaeria dothidea ikili kiilttiri
(A: alt goriiniig, B: iist goriiniis)

Sekil 4.10. Acremonium hyalinum ve Botryosphaeria dothidea ikili kiiltiirii
(A: alt gbriiniig, B: list goriiniis)
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Sekil 4.11. Acremonium sclerotigenum ve Botryosphaeria dothidea ikili kiiltiiri
(A: alt goriiniis, B: iist goriiniis)

Sekil 4.12. Athelia bombacina ve Botryosphaeria dothidea ikili kiiltiirii
(A: alt goriiniig, B: list goriiniis)

Sekil 4.13. Epicoccum nigrum ve Botryosphaeria dothidea ikili kiiltiirii
(A: alt goriiniis, B: iist goriiniis)
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Sekil 4.15. Neosetophoma clematidis ve Botryosphaeria dothidea ikili kiiltiirii
(A: alt goriiniig, B: iist goriiniis)

Sekil 4.16. Oididendron cerealis ve Botryosphaeria dothidea ikili kiiltiirii(A: alt goriinis, B:
iist goriiniis)
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Sekil 4.17. Pseudogymnoacus pannorum ve Botryosphaeria dothidea ikili kiiltiirii
(A: alt goriiniis, B: iist goriiniis)

Sekil 4.18. Sarocladium strictum ve Botryosphaeria dothidea ikili kiiltiirii
(A: alt goriiniig, B: iist goriiniis)
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4.3.2. Endofitik funguslarin Cadophora lutea-olivacea’min miselyal gelisimi iizerine

antagonistik etkileri

C. lutea-olivacea ile endofitik funguslar arasindaki engelleme mesafeleri (bariyer)
Cizelge 4.10’da; PDA ortaminda ikili kiltir goriiniisleri ise Sekil 4.19-4.27°de
verilmistir. Calismada kullanilan endofitik funguslar C. lutea-olivacea’nin miseliyal
biiyiimesini 0.00-6.33 mm arasinda inhibe ederek engellemistir. C. lutea-olivacea’nin
biiyiimesini Neosetophoma clematidis (6.33 mm) ve Oididendron cerealis (5.00 mm) en
fazla engellerken Acremonium sclerotigenum, Aspergillus piperis, Athelia bombacina ve
Penicillum communae’nin ise engelleyici Ozelliklerinin olmadigi belirlenmistir.
Acremonium aegyptiacum, Epicoccum nigrum ve Pseudogymnoacus pannorum 3.66 mm

ile ayn1 engelleme seviyesinde etki gostermislerdir.

Cizelge 4.10. Endofitik fungus tiirleri ile C. lutea-olivacea kolonileri arasindaki
engelleme zonu uzunluklar1 (mm)

Endofiier |
Acremonium aegyptiacum 3.7 bc
Acremonium fusidioides 3.3 bcd
Acremonium hyalinum 2.3 cd
Acremonium sclerotigenum 0.0e
Aspergillus piperis 00e
Athelia bombacina 00e
Epicoccum nigrum 3.7 bc
Fusarium avenaceum 1.7 de
Neosetophoma clematidis 6.3a
Oididendron cerealis 5.0ab
Penicillum communae 00e
Pseudogymnoacus pannorum 3.7 bc
Sarocladium strictum 1.7 de
LSD (0.05 1.70
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Sekil 4.19. Cadophora lutea-olivacea ve Acremonium aegyptiacum ikili kiiltiirii
(A: alt goriiniis, B: tist goriiniis)

f

Sekil 4.20. Cadopho lutea-olivacea ve Acremonium fusidioides ikili kiiltiiri
(A: alt gorliniis, B: iist goriiniis)

Sekil 4.21. Cadophora lutea-olivacea ve Acremonium hyalinum ikili kiilttiri
(A: alt goriiniis, B: tist goriinis)
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Sekil 4.22. Cadophora lutea-oli\
(A: alt goriiniis, B: iist goriiniis)

Sekil 4.23. Cadophora lutea-olivacea ve Epicoccum nigrum ikili kiiltiiri
(A: alt goriiniis, B: iist goriiniis)

Sekil 4.24. Cadophora lutea-olivacea ve Neosetophoma clematidis ikili kiiltiirii
(A: alt goriiniis, B: iist goriiniis)
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Sekil 4.25. Cadophora lutea-olivacea ve Oididendron cerealis ikili kﬁlrﬁ
(A: alt goriiniis, B: list goriiniis)

——— — n

Sekil 4.26. Cadophora lutea-olivacea ve Pseudogymnoacus pannoum ikili kalttirt
(A: alt goriiniis, B: iist goriiniis)

Sekil 4.27. Cadoora lutea-olivacea ve Sarocladium strictum ikili kiltiirii
(A: alt goriliniis, B: iist goriiniis)
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4.3.3. Endofitik funguslarin Cytospora salicacearum’un Miselyal Gelisimi Uzerine

antagonistik etkileri

C. salicacearum ile endofitik funguslar arasindaki engelleme mesafeleri (bariyer) Cizelge
4.11°de; PDA ortaminda ikili kiiltiir goriiniisleri ise Sekil 4.28-4.30°da verilmistir.
Calismada kullanilan endofitik funguslar C. salicacearum.’nin miseliyal biiytimesini
0.00-0.73 mm arasinda inhibe ederek engellemistir. C. salicacearum’nin biiylimesini
Epicoccum nigrum (0.73 mm) ve Fusarium avenaceum (0.50 mm) en fazla engellerken
Acremonium sclerotigenum, Aspergillus piperis, Athelia bombacina, Penicillum
communae, Pseudogymnoacus pannorum, Sarocladium strictum’un engelleyici

ozelliklerinin olmadig1 belirlenmistir.

Cizelge 4.11. Endofitik fungus tiirleri ile C. salicacearum kolonileri arasindaki engelleme
zonu uzunluklar1 (mm)

ke |k,
Acremonium aegyptiacum 0.1cd
Acremonium fusidioides 0.3 bc
Acremonium hyalinum 0.2cd
Acremonium sclerotigenum 0.0d
Aspergillus piperis 0.0d
Athelia bombacina 0.0d
Epicoccum nigrum 0.7a
Fusarium avenaceum 0.5ab
Neosetophoma clematidis 0.1cd
Oididendron cerealis 0.1cd
Penicillum communae 0.0d
Pseudogymnoacus pannorum 0.0d
Sarocladium strictum 0.0d
LSD (0.05) 0.31
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Sekil 4.28. Cytospora salicacearum ve Epicoccum nigrum ikili kiiltiiri
(A: alt goriiniis, B: iist goriiniis)

Sekil 4.29. Cytospora salicacearum ve Fusarium avenaceum ikili kiiltiirii
(A: alt goriiniis, B: iist goriiniis)

Sekil 4.30. Cytospora salicacearum ve Pseudogymnoacus pannorum ikili kiiltiirti
(A: alt goriiniig, B: iist goriiniis)
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4.3.4. Endofitik funguslarin Diatrype stigma’min miselyal gelisimi iizerine

antagonistik etkileri

D. stigma ile endofitik funguslar arasindaki engelleme mesafeleri (bariyer) Cizelge
4.12°de; PDA ortaminda ikili kiiltiir goriiniisleri ise Sekil 4.31-4.40°da verilmistir.
Calismada kullanilan endofitik funguslar D. stigma’nin miseliyal biiyiimesini 0.00-5.00
mm arasinda inhibe ederek engellemistir. D. stigma’nin biiyiimesini Fusarium
avenaceum (5.00 mm) ve Pseudogymnoacus pannorum (4.66 mm) en fazla engellerken
Penicillum communae (0.00 mm) ve Aspergillus piperis ’in (0.10 mm) ise engelleyici
ozelliklerinin olmadig1 belirlenmistir. Acremonium fusidioides (2.33 mm) ve Athelia
bombacina (2.33 mm) endofitik tiirleri D. stigma’nin miseliyal gelisimini engellemede

istatiksel olarak ayni grupta yer almislardir.

Cizelge 4.12. Endofitik fungus tiirleri ile D. stigma kolonileri arasindaki engelleme zonu
uzunluklart (mm)

Endofiker |
Acremonium aegyptiacum 20f
Acremonium fusidioides 2.3 ef
Acremonium hyalinum 3.0 def
Acremonium sclerotigenum 3.3 cde
Aspergillus piperis 0.1g
Athelia bombacina 2.3 ef
Epicoccum nigrum 3.7 bed
Fusarium avenaceum 50a
Neosetophoma clematidis 4.3 abc
Oididendron cerealis 4.0 abcd
Penicillum communae 00g
Pseudogymnoacus pannorum 4.7 ab
Sarocladium strictum 3.0 def
LSD (0.05) 1.31
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Sekil 4.31. Acremonium aegyptiacum ve Diatrype stigma ikili kiiltiirt
(A: alt goriiniis, B: iist goriiniis)

Sekil 4.32. Acremonium fusidioides ve Diatrype stigma ikili kiiltiirii
(A: alt goriiniig, B: iist goriiniis)

Sekil 4.33. Acremonium hyalinum ve Diatrype stigma ikili kiilttirt
(A: alt goriiniis, B: iist goriiniis)
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Sekil 4.34. Acremonium sclerotigenum ve Diatrype stigma ikili kiiltiirii
(A: alt goriiniis, B: iist goriiniis)

Sekil 4.35. Athelia bombacina ve Diatrype stigma ikili kiiltiiri
(A: alt goriiniig, B: iist goriiniis)

Sekil 4.36. Epicoccum nigrum ve Diatrype stigma ikili kiiltiirii
(A: alt goriiniis, B: iist goriiniis)
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Sekil 4.37 Fusarium avenaceum ve Diatrype stigma ikili kiiltiirii
(A: alt goriiniis, B: iist goriiniis)

Sekil 4.38. Neosetophoma clematidis ve Diatrype stigma ikili kiiltiiri
(A: alt gorliniis, B: iist goriiniis)

Sekil 4.39. Pseudmnoacus pannorum ve Diatrype stigma ikili kiiltiirii
(A: alt goriiniis, B: iist goriiniis)
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Sekil 4.40. Saroclaium strictum ve Diatrype stigma ikili kiiltiirii
(A: alt goriiniis, B: list goriiniis)
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4.3.5. Endofitik funguslari Truncatelle angustata’min miselyal gelisimi iizerine

antagonistik etkileri

T. angustata ile endofitik funguslar arasindaki engelleme mesafeleri (bariyer) Cizelge
4.13’de; PDA ortaminda ikili kiiltiir goriiniisleri ise Sekil 4.41-4.51°de verilmistir.
Calismada kullanilan endofitik funguslar T. angustata’nin miseliyal biiyiimesini 0.00-
8.67 mm arasinda inhibe ederek engellemistir. T. angustata’nin biiylimesini Epicoccum
nigrum (8.67 mm) ve Fusarium avenaceum (7.00 mm) en fazla engellerken Penicillum
communae (0.00 mm) ve Aspergillus piperis’in (0.36 mm) ise engelleyici 6zelliklerinin
olmadig1 belirlenmistir. Acremonium hyalinum (4.66 mm) ve Acremonium sclerotigenum
(4.33 mm) endofitik tiirleri T. angustata’nin miseliyal gelisimini engellemede istatistiki

olarak ayn1 grupta yer almistir.

Cizelge 4.13. Endofitik fungus tiirleri ile T. angustata kolonileri arasindaki engelleme
zonu uzunluklarr (mm)

Endofiker |
Acremonium aegyptiacum 2.3 ef
Acremonium fusidioides 2.0 fg
Acremonium hyalinum 4.7d
Acremonium sclerotigenum 4.3d
Aspergillus piperis 0.4 gh
Athelia bombacina 6.7 bc
Epicoccum nigrum 8.7a
Fusarium avenaceum 7.0ab
Neosetophoma clematidis 4.0 de
Oididendron cerealis 5.0cd
Penicillum communae 0.0h
Pseudogymnoacus pannorum 5.3 bed
Sarocladium strictum 3.7 def
LSD (0.05) 1.80
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Sekil 4.41. Acremonium aegyptiacum ve Truncatelle angustata ikili kiiltiirii
(A: alt gbriiniig, B: iist goriiniis)

Sekil 4.42. Acremonium fusidioides ve Truncatelle angustata ikili kiiltiirii
(A: alt goriiniig, B: iist goriiniis)

N
,.

Sekil 4.43. Acremonium hyalinum ve Truncatelle angustata ikili kiiltiirii
(A: alt gbriiniig, B: list goriiniis)
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Sel‘d 4.44. Acremonium sclerotigenum ve Truncatelle angustata ikili kiiltiirii
(A: alt goriiniis, B: iist goriiniis)

Sekil 4.45. Athelia bombacina ve Trncatelle angustata ikili kiiltiirt

(A: alt goriiniig, B: list goriiniis)

‘—‘1

\ S—

Sekil 4.46. Epicocum nigrum ve Truncatelle angustaté ikili kaltiira
(A: alt goriiniis, B: iist goriiniis)
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Sekil 4.47. Fusarium aquaeductuum ve Truncatelle angustata ikili kiiltiirii
(A: alt goriiniis, B: iist gdriiniis)

Sekil 4.48. Neosetophoma clematidis ve Truncatelle angustata ikili kiiltiirii
(A: alt goriiniig, B: iist goriiniis)

Sekil 4.49. Oididendron cerealis ve Truncatelle angustata ikili kiiltiiri
(A: alt gbriiniig, B: list goriiniis)
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Sekil 4.50. Pseudogynoacus pannorum ve Truncatelle angustata ikili kiiltiirii
(A: alt goriiniis, B: iist goriiniis)

Sekil 4.51. Sarocladium strictum ve Truncatelle angustata ikili kiiltiirii
(A: alt goriiniig, B: list goriiniis)

Fungal endofitler konukgu bitkilerin biiyiimesini tegvik ettikleri gibi ayni zamanda
boceklerden ve patojenlerden de koruma Ozelliklerine sahip olabilirler. Bazilari
konukg¢unun diren¢ mekanizmasini ve bazi patojenlere karst savunma genlerinin
ekspresyonunu indiikleyebilir. Ayrica patojenlere karsi 6nemli bir biyokontrol kaynak
olusturan sekonder metabolitler iiretebilir (Gwinn ve Gavin 1992; Arnold ve ark. 2003;
Kongue Tatong ve ark., 2014; Piccolo ve ark., 2015). Bu tiirlerin sekonder metabolit
tiretmeleri ayn1 zamanda bitki igerisindeki diger organizmalarla da rekabet etmelerinden
kaynaklanmaktadir (Sturz ve ark., 2000). Birgok arastirici tarafindan Vitis vinifera’larda
endofitik funguslarin ¢esitliligi, etkinligi ve rolleri konusunda caligmalar yapilmistir

(Mostert ve ark., 2000; Casieri ve ark., 2009; Gonzalez ve Tello 2011). Ozellikler
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Acremonium, Alternaria, Epicoccum ve Fusarium tiirleri ile ilgili ¢aligmalar oldukca

fazladir.

Piccolo ve ark. (2015), Inzolina {iziim ¢esidinin asemtomatik omcalarindan izole ettikleri
A. persicinum ve A. sclerotigenum tiirlerini Plasmopara viticola ile olan antagonistik
etkisine in vitro kosullarda inhibe etme 6zelligini inceledikleri ¢aligmada; P. viticola’nin
sporangium ¢imlenmesini engelledigini bildirmislerdir. Arastiricilar ayn tiir i¢erisinde

farkl1 izolatlarin farkli etki derecesine sahip olabilecegini de bildirmislerdir.

Botrytis cinera baglarda ciddi ekonomik kayiplara yol agan bir hastaliktir. Kimyasal
miicadelesi bulunmasina ragmen biyolojik kontrol yontemleri tizerinde ciddi aragtirmalar
vardir. Ipliksi funguslarin ¢ikarmis olduklar1 metabolitler B. cinera’ya karsi etkili
miicadelede kullanilabilecegini gostermistir. Penicillium ve Aspergillus tiirlerine ait
funguslar antibiyotiklerin, hidrolitik enzimlerin ve antifungal peptitlerin kiiltiirlerinde
bulunan metabolitlerin genel olarak bilinen {ireticileridir. Bu nedenle Penicillium ve
Aspergillus tiirleri B. cinerea’nin baskilanmasinda 6nemli bir role sahip olabilir (Dianez
ve ark., 2007; Khokhar ve ark, 2011; Jovicic-Petrovic ve ark., 2016a). Jovicic-Petrovic
ve ark. (2016b) tarafindan yapilan g¢alismada Penicillum paneum (K7/1 izolati),
Penicillium chrysogenum (K11/1 izolat1) ve Aspergillus fumigatus (K16/2 izolati) tiirleri

B. cinerea’nin gelisimini sirasiyla %38.2, %39.8 ve %23.8 oraninda engellemistir.

Del Frari ve ark. (2019) Epicoccum tiirleri ile Escayla iligkilendirilen patojen tiirleri
(Phaeomoniella chlamydospora, P. minimum ve Fomitiporia mediterranea) in vitro ve in
vivo‘da antogonistik c¢alisma yapmuslardir. Invitro ¢alismalarda; test edilen tiim
Epicoccum tiirlerinin P. chlamydospora ve F. mediterranea patojenlerinin biiyiimesini
engelledigini, baz1 Epicoccum tiirlerinin ise P. minimum'u inhibe ettigini bildirmislerdir.
In vivo ¢alismada ise sera kosullarinda koklii Cabernet Sauvignon ve Touriga Nacional
cesitlerinde Epicoccum layuense (E24) tiirii P. chlamydospora ve P.minimum'a karsi test
edilmistir. Calismada E. layuense (E24) cesitlerde inokiile olma kabiliyetinin yiiksek
oldugunu, omcalarda biiylimenin etkilenmedigi, yapraklarda veya odun dokuda herhangi
bir semptoma neden olmadigi; patojen bulastirilan ve E. layuense tarafindan kolonize
edilen omcalarda patojen/gesit kombinasyonuna bagli olarak odun dokudaki belirtilerde

%31-82 oraninda bir azalma meydana geldigini bildirilmistir.
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Ayrica yapilan diger caligmalarda; Albifimbria verrucaria endofitik funguslar1 B.
cinerea’nin biiylimesini inhibe ettigi, A. verrucaria kiiltiir ekstraktlarinin Red Globe
lizlim ¢esidi yapraklarindaki hastalik siddetini 6nemli 6l¢lide azalttig: (Li ve ark., 2020);
Epicoccum nigrum’un Pomopsis viticola‘ya karsi in vitro kosullarda etkili oldugu, fakat
sera ve tarla kosullarinda daha az etkili oldugu (Kortekamp, 1997); Bionectria
ochroleuca, Aureobasidium pullulans, Chaetomium spirochaete, Alternaria sp. ve
Acremonium strictum’un in vitro kosullarda patojen funguslara karsi etkili oldugu
(Cosoveanu ve ark., 2014); Acremonium persicium tiirtiniin Plasmopora viticola’nin spor
¢imlenmesini in vitro kosullarda inhibe ettigi fakat A. sclerotigenum’un ise herhangi bir
inhibe edici bir ozellik gostermedigi (Giambral ve ark., 2015); Metschnikowia
pulcherrima ve Wickerhamomyces anomalus tiirleri hasat sonrasi Botrytis salkim
cliriikliigi iizerinde kontrol saglandigi (Parafati ve ark., 2015); Aureobasidium
pullulans’in asma govde hastaliklarindan Diplodia seriata'nin miselyum biiyiimesini in
vitro kosullarda %33.41 oraninda azaltabildigi (Pinto ve ark., 2018) yoniinde ¢aligmalar
da bulunmaktadir. Bu ve benzeri ¢aligmalar endofitik funguslarin biyolojik miicadele

ajan1 olarak kullanilma potansiyelini artirmaktadir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calisma Tokat ilinde yetistirilen 18 adet standart sofralik {iziim ¢esidi, 12 adet yoresel
liziim cesidi, 21 adet Narince iiziim ¢esidine ait klon ve asili-asisiz Amerikan asma
anaclarinda endofitik floranin belirlenmesi ve asma govde hastaliklarina karsi (kangren

ve petri) antogonistik etkilerinin belirlenmesi amaciyla yiirtitiilmiistiir.

Diinya niifusunun artmasi ile beraber beslenme her zaman bir sorun olarak karsimiza
cikacaktir. Birim alandan alinan verim degeri; kullanilan tiir, ¢esit, teknik ve kiiltiirel
islemlerin yaninda hastalik ve zararl ile ne dl¢iide miicadele edildigine de baglidir. Iklim
degisikligi ile beraber hastalik ve zararli ydnetimi de zorlasmaya baslamistir. iklim
degisikligi, bir bolgeye yeni girmis hastalik ve zararlilar, hastalik yogunlugunun artmasi,
patojenlerin kullanilan ilaglara kars1 zaman gectikce dayanim saglamasi, bilingsiz ilag
kullanimi, vb. nedenlerle treticiler daha fazla pestisit kullanilmaktadir. Bu durum hem

cevre hem de gidalardaki kalinti nedeniyle insan sagligini olumsuz yonde etkilemektedir.

Diinya iizerinde su ana kadar var olan funguslarin ancak %10-15 civari tanimlanmis ve
bunlarin bir kismi iizerinde ¢aligmalar yapilmis/yapilmaktadir. Mikologlar bir yandan var
olan funguslarin 6zelliklerini, yasam evrelerini, olumlu ve olumsuz yasam kosullarini,
miicadele yontemlerini veya istifade edilebilecek yonlerini belirlemeye c¢alisirken, bir
yandan da yeni funguslarin belirlenmesi ve 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in yogun

¢aba icerisindedir.

Endofitik funguslar bitki igerisinde bulunan ve konukg¢u bitkiye herhangi bir zarar
vermeden hayatiyetini siirdiiren organizmalardir. Bununla birlikte endofitik funguslar
yasam ortami icerisinde bulunan diger organizmalarla girmis oldugu rekabette {istiin
gelmek i¢in kendine ve konukgusuna zararli olmayan fakat rekabet ettigi diger
organizmalarin  gelismesini yavaglatict veya inhibe edici bazi kimyasallar
salgilamaktadir. Bu  kimyasallar  ¢ogunlukla  sekonder  metabolit  olarak

isimlendirilmektedir.

Diinyanin bir¢ok yerinde endofitik funguslar ile ilgili caligmalar yapilmaktadir.
Caligmalar yapildik¢a yeni endofitik tiirler belirlenmekte ve 6zellikleri ortaya konulmaya

calisilmaktadir. Son yillarda belirlenen endofitiklerin kiiltiir bitkilerinde sorun olan
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patojenlere karsi kullanim olanaklar1 yoniinde ¢alismalar artmistir. Bugday, misir, elma,
avakado, sogan, liziim gibi ¢cok sayida kiiltiir bitkisinde ¢alismalar yapilmis ve yapilmaya
devam etmektedir. Bu tiir ¢alismalarda 6rnegin asma i¢in sorun olan gévde hastaliklari,
kursuni kiif, mildiyo, kiilleme vb. konularda endofitiklerin biyolojik miicadele ajani
olarak rollerine bakilmaktadir. Acremonium, Alternaria, Epicoccum ve Fusarium tiirleri

biyolojik miicadelede oldukca fazla kullanilan endofitik funguslardir.

Bu funguslarin varlig1 veya ¢esitliligi bitki tiirline, ayni bitki tiir igerisinde; ¢esitlere,
yetistirilme kosullarina, bagin sicak, iliman veya soguk bolgede olmasina, kimyasal

miicadele programina, kisacasi bir¢ok faktdr bakimindan etkilenmektedir.
Bu c¢alisma ile asagidaki sonuglara ulasmak miimkiindiir:

- Patojenik funguslar herhangi bir belirti gostermeden bitki biinyesinde bulunabilir.

- Endofitik fungus tiirleri ¢esitlere hatta bir gesit igerisindeki klonlara gére bile
degisebilmektedir.

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

- Baz endofitik tiirler sadece belirli iiziim ¢esitlerinde bulunmuslardir (Topbas
tiziim ¢esidinde - Aspergillus sp.; Misket Cavus ¢esidinde Neosetophoma italica
bulunmasi gibi).

- Acremonium aegyptiacum (Harmony) ve Fusarium acuminatum (1616 C)
endofitikleri sadece asma anaglarinda belirlenmistir.

- Endofitik tiirler lizim cesidinin rengine gore degisiklik gosterebilir (renkli
tiziimlerde Acremonium fusidioides, Penicillium sp. ve Phaeoacremonium
minimum; beyaz cesitlerde Acremonium hyalinulum un bulunmasi gibi). Ancak
tekrarli calismalarla bunun dogrulanmasi icab eder.

- Anaclarin genel Ozellikleri dikkate alindiginda endofitik varligir degisebilir
(Alternaria infectoria ve Epicoccum nigrum tiirleri kuraga dayanikli anaglarda;
Athelia bombacina, Cerrena unicolor, Neonectria ramularia ve Sklerotlu
basidiomycet kirece dayanikli olan anaglarda; Acremonium fusidioides

nematodlara dayanikli olan anaglarda belirlenmistir).
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Ikili kiiltiirler calismasina gore en yiiksek inhibe etkisi gdsteren tiir Fusarium
avenaceum (Botryosphaeria dothidea i¢in 13.0 mm; Diatrype stigma i¢in 5 mm)
ve Epicoccum nigrum (T. angustata i¢in 8.7 mm)olmugstur.

Ikili kiiltiirler calismasina gore biyolojik miicadele kullanim imkan1 bakimimdan
diger umut verici tiirler ise Acremonium aegyptiacum, Neosetophoma clematidis,
Oididendron cerealis ve Pseudogymnoacus pannorum olmustur

Yapilan bu ¢alisma ile belirlenen endofitik funguslarin, patojenlere karsi 6nemli

bir biyokontrol kaynak olusturma potansiyeli oldugu kanaatine varilmstir.

Bu caligmadan elde edilen endofitik funguslarin patojen funguslara karsi
gostermis oldugu inhibe etme Ozelliklerinin nedenlerini arastirmaya yonelik;
sekonder metabolit {liretimlerinin hangileri olduguna dair ¢calismalarin yapilmast

yararli olacaktir.
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Ek 1. Calismada kullanilan kalemlerin alinmas1 ve muhafazasi

dan elk a;m1
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Ek 2. Izolasyon islem asamasi

Petrilere PDA dokiilmesi  PDA ortamina ekimlerin apllma51
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Ek 2. (Devam) izolasyon islem asamasi

Kolonilerden saflastirma islemléri Saf kiiltiir 6rnegi
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Ek 3. DNA ekstrasyon agamalar1

Saf kiiltiirden misel alimi Misel pargalarinin ezme posetindeki
goruntiisi

Mizellerin homojenizator ile ezilmesi - Ezme sonrast CTAB eklenmesi
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Ek 3. (Devam) DNA ekstrasyon asamalari

Homojenata mercaptoethanol eklenmesi Homojenatin vortekslenmesi

Homojenata chloroform-isoamylalkol ilavesi
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Ek 3. (Devam) DNA ekstrasyon asamalari

Eppondorf tiiplerin santrifiijleme islemi Santrifiijleme sonucun tiiplerde 2 faz
olusumu

Ustteki berrak fazin pipet ile alinmast Chloroform-isoamylalkol eklendikten sonra

tekrar santrifiijlenmesi

Tiipler steril kagit havlulara birakilmast ~ Epondorf tiip icinde DNA pelleti
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Ek 4. PCR ve Jel Elektroforez asamalari

PCR tiiplerinin hazirlanmasi

Karigima drneklerin DNA’sinin konulmasi

PCR tiiplerinin vortekslenmesi Tiiplerin PCR cihazina konulmasi
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Ek 4. (Devam) PCR ve Jel Elektroforez asamalar1

PCR cihazinin baslatilmasi Jel tinitesine agoroz hazirlanmasi

Kasete taraklarin yerlestirilmesi

Donmus agorozdan targin ¢ikarilmasi Agarozda olusan kuyucuk goriintiisii
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Ek 4. (Devam) PCR ve Jel Elektroforez asamalar1

Kasete 1XTAE buffer dokiilmesi Parafilm tizerine SYBR Green
damlatilmasi

DNA o6reklerinin boyanmast DNA o6rneklerinin kuyucuklara
yerlestirilmesi

Gii¢ kaynaginin ayarlanmasi Kuyucuklarda DNA bantlarinin ilk
goriilmesi
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Ek 5. Patojenite test asamalari

cesi kalemlerin yik Kalemlerin 3 gozden kesilmesi

Cork bork ile misel par¢asinin alinmasi

Misel pargasinin kaleme yerlestirilmesi Parafilm ile sarilmig kalemlerin dikime
gotiiriilmesi
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Ek 5. (Devam) Patojenite test asamalari

Kalemlerin tiiplere dikilmesi

JiA s

Kalemlerdeki lezyon uzunluklarinin dl¢tilmesi
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Ek 6. Antagonistik etki agamalari

Patojen ve endofitik funguslarin PDA ortamina karsilikli gmleri
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Ek 6. (Devam) Antagonistik etki asamalari

Petri kenarina konulmus tek endofitik tiin yayilimi

Endofitik (A), ikili kiltiir (B) ve patojen (C) gelisimi
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