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Elma (Malus domestica) agaglarindan elde edilen endofitik funguslarin elma ¢oklu siirgiin

fitoplazma hastaligi (Candidatus Pyhtoplasma mali) lizerine etkinliklerinin belirlenmesi

Determination of the efficacy of endophytic fungi obtained from apple (Malus domestica) trees on apple
proliferation phytoplasma disease (Candidatus Pyhtoplasma mali)
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Aims: Purpose of this study was to determine the efficacy of endophytic
fungi in biological control of Apple Proliferation (AP) Phytoplasma Disease
(Candidatus Pyhtoplasma mali). Thus, it was aimed to provide the
opportunity to develop different control strategies against the disease
agent, which is practically not possible to control chemically.

Methods and Results: A total of 50 different orchards were visited to
search for the presence of AP and fungal endophyte isolates. For
phytoplasma disease 360 samples and for fungal endophytes 198 samples
were collected from healthy and symptomatic trees. Of the 360 apple
samples which were tested against phytoplasma, 29 were found to be
infected with ‘Ca. P. mali’. Endophyte fungi species were isolated from
healthy and ‘Ca. P. mali’ infected apple trees. Morphological and
molecular diagnosis and also pathogenicity studies were carried out with
the isolated fungi. The efficacy of Epicoccum nigrum, Aureobasidium
pullulans and Ulocladium consortiale, which were the most commonly
isolated endophyte fungi from healthy apple trees, were investigated
against AP disease. It was determined that each fungus isolate affected the
AP disease intensity at different levels, the highest effect belonged to A.
pullulans, and it decreased the AP disease intensity with an effect value of
34.18% after the application.

Conclusions: Possible biological control applications are very important
because there is no chemical control of AP disease which is on the
quarantine list. Aureobasidium pullulans was found to reduce the
phytoplasma density more than the other 2 different endophyte fungus
species inoculated on trees infected with AP. Therefore, A. pullulans could
be a biological control agent which can be used in the AP disease control.
Significance and Impact of the Study: In this study, the effects of
endophyte fungi, which are biological control agents, on AP disease in
apples were investigated for the first time in Turkey and important
preliminary findings were obtained in the development of disease control
strategies.

Atif / Citation: Yavuz S, Gazel M, Tok FM, Caglayan K (2022) Elma (Malus domestica) agaglarindan elde edilen endofitik
funguslarin elma ¢oklu sirgiin fitoplazma hastaligl (Candidatus Pyhtoplasma mali) Uzerine etkinliklerinin
belirlenmesi. MKU. Tar. Bil. Derg. 27(1) : 71-78. DOI: 10.37908/mkutbd.1027919
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GIRIS

Yumusak cekirdekli meyveler icerisinde kullanim ve
yararlari acisindan énemli bir yeri olan elma, her mevsim
farkli cesit vyetistirilebilme olanagina sahip, besin
maddelerince olduk¢a zengin bir meyvedir. Ginimizde
Tirkiye’nin hemen her bdlgesinde elma vyetistiriciligi
yapllmaktadir. Tirkiye’nin 171 bin hektar alan ile
%3,3’liik Gretim alanini kapsadig bilinmektedir. Uretim
miktarlarina bakildiginda ise diinya elma Uretiminin 87
milyon ton civarinda oldugu ve Tirkiye’'nin yaklasik 3.6
milyon ton dretim ile %2.4’'lik paya sahip oldugu
gorilmektedir (Anonim, 2017). Tirkiye’de 2020 vyili
verilerine gore elma Uretimi bir 6nceki yila oranla %18
artmis, 1.709.032 dekar alanda 66.476 adet meyve veren
aga¢ sayisi ile 4.300.486 ton degerine ulagmistir
(Anonim, 2020).

Sert ve yumusak cekirdekli meyve agaclarinda zarar
yapan ve ekonomik anlamda oldukg¢a 6nemli kayiplara
neden olan fitoplazmalar bitkilerin floem dokusuna
kolonize olan ve vektor boceklerle tasinarak nesilden
nesile aktarilabilen patojenlerdir. Yumusak cekirdekli
meyve agaclarinda zarar yapan ve etmeni ‘Candidatus
Pyhtoplasma mali’ olan Elma Coklu Surgin Fitoplazma
(ECSF)  hastaligt elma agaclarinin  en  Onemli
hastaliklarindan biri olmasinin yani sira EPPO’nun
karantina listesinde de bulunmaktadir (Anonim, 2009).
Elma agaclarinda simptomlu ve simptomsuz olarak

bulunabilen bu etmen, simptomlu agaclarin
yapraklarinda  kizildan  sartya  kadar  degisen
renklenmelere,  bliyimede  gerilemeye, meyve

olusumunda azalmalara, yaprak stipullerinde anormal
blylmelere, rozetlesmelere ve 6zellikle ‘cadi sliplirgesi’
olarak tabir edilen simptomlara neden olmaktadir
(Seemdiller ve Schneider, 2007). Fitoplazma hastalig ile
bulasik bahgelerde hastaligi tedavi etmeye yonelik
herhangi bir micadele yontemi bulunmamakla birlikte,
fitoplazmalarin tasinmasinda etkili rol oynayan vektor

bocekleri kontrol altina alacak kimyasal micadele
yontemleri ile fitoplazma bulagmalari 6nlenmeye
calisiimaktadir. ECSF hastaligi ilk olarak italya’da

saptanmis (Rui ve ark., 1950), bununla birlikte hastaligin
uzun vyillardan bu yana Avrupa kitasinda bircok llkede
elma Uretim alanlarinda ciddi sorunlara neden oldugu
bildirilmistir (Seemdiller ve Schneider, 2004). Ulkemizde
ise son yillarda Akdeniz boélgesinde, Ankara, Yalova ve
Nigde’'de testlenen sinirli sayidaki 6rnekte hastalk
etmeni tespit edilmistir (Canik ve Ertung, 2007; Sertkaya
ve ark., 2008; Dagtekin, 2009).

Yapilan bu calisma llkemizde elma agaclarinin dogal
florasinda bulunan fungal endofitlerin ECSF'ye etkileri ile
ilgili ilk cahsmadir. Planlanan bu c¢alisma ile elma
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agaclarinda ECSF hastaligina neden olan ‘Candidatus
Phytoplasma mali’'nin molekiiler testlerle belirlenerek
karakterizasyonunun yapilmasi, elma sirgiin ve
yapraklarindan izole edilen fungal endofitlerin hem
elmada hem de model bitki olarak bilinen Cezayir
meneksesi (Catharanthus roseus)'nde ECSF hastaligina
karsi biyolojik muicadele etkinliginin saptanmasi ve

boylece fitoplazma hastaliklarina karsi micadele
olanaklarinin arastirilmasi amacglanmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Materyal

CGalismanin patojen materyali olan ECSF igin Mersin,
Adana, Nigde, Isparta, Hatay, Karaman illerinde

fitoplazma belirtisi gdsteren elma agaclarindan siirgiin
ve yaprak ornekleri toplanmistir. Fitoplazma gruplarini
temsil eden izolatlara ait pozitif kontrol DNA 6rnekleri
Dr. X. Foissac (INRA, Fransa) ve Dr. A. Bertaccini
(italya)’dan temin edilmis, saglkli GF-305 yapraklari
negatif kontrol olarak kullaniimistir.

Yontem

Enfekteli bitki materyallerinin temini

Orneklemeler elma vyetistirilen alanlarin %1’ini temsil
edecek sekilde elma agaclarindan siirglin ve yaprak
olarak toplanmistir. Ayni bahgelerdeki gerek saglikli
gerekse hastalik belirtisi gosteren elma agaclarindan
endofit funguslarin izolasyonu icin de her agacin dort
yanini temsil edecek sekilde 6rnekleme yapilmistir (Bora
ve Karaca, 1970). Alinan ornekler ayri ayri polietilen
posetlere konularak etiketlenmis, buzluklar igerisinde
DNA izolasyonu vyapilmak ({izere laboratuvara
getirilmistir.

Fungus kiiltiirlerinin izolasyonu ve patojenisitesi
Endofit fungus izolasyonu Liu ve ark. (2001)nin
onerdikleri yonteme gore gergeklestirilmis, kullanilan
ortamda herhangi bir gelisme olup olmayacagini
gozlemlemek amaciyla higbir ekim yapilmadan ortama
saf su ilave edilerek i¢ kontrol uygulamasi yapilmistir.
Fungus teshisleri, Barac ve ark. (2004)'nin onerdikleri
kriterlere gore koloni morfolojisi ve miselyumlari ile
konidiosporlarinin mikroskop altinda incelenmesiyle cins
dizeyinde yapilmistir. Cins diizeyinde teshisi yapilan
funguslarin patojenisiteleri elma fidanlarindan alinan
yapraklar kullanilarak tamamlanmis, patojen 6zellik
gosteren funguslar elenmistir.

Niikleik asit izolasyonlari, PCR ve RFLP analizleri
Araziden toplanan bitki materyallerinin DNA izolasyonu
Doyle ve Doyle (1990)’e gore yapilmistir. Ekstrakte edilen
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DNA’lardan fitoplazma teshisi iki asamali PCR yontemi ile
yapilmistir. ilk asamada (Direkt-PCR) 1800 bp (iriin veren
P1 (Deng ve Hiruki, 1991) / P7 (Smart ve ark., 1996)
primer ciftleri; ikinci asamada (Nested- PCR) ise 1050 bp
Urin veren FO1/RO1 (Lorenz ve ark., 1995) primer ciftleri
kullanilmistir. Reaksiyon karisimi 10XPCR buffer (100mM
Tris-HCI, pH 8.3, 500 mM KCI, % 0.01 gelatin), 1.5 mM
MgCl;, 250 uM dNTP’ler, 20 pmol primerler, 2 lnite Tag
polimeraz’dan olusmustur. Direkt-PCR déngisi; 94°C'de
2 dakika denaturasyondan sonra, 94°C'de 1 dakika,
57°C'de 2 dakika ve 72 °C’de 3 dakikadan olusan 35
dongiyld takiben 72°C’'de 10 dakikadan olusmustur.
Direkt-PCR’da  1/30 oraninda sulandirilan  PCR
Urindnden 1pl alinarak 24 pl’lik nested PCR reaksiyon
karisimina eklenmistir. Nested-PCR dongiisti 94°C'de 2
dakika denaturasyondan sonra, 94°C'de 30 saniye,
55°C'de 30 saniye, 72°C'de 1 dakikadan olusan 35
dongliyi takiben 72°C'de 5 dakika olacak sekilde
yapilmistir (Lee ve ark., 1998). PCR uriinleri %1.2'lik
agaroz jel elektroforez islemine tabi tutularak gorsel hale
getirilmistir.

RFLP analizleri % 2'lik agaroz jelde Ssp/ ve Rsal
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile
gerceklestirilmistir. Referans izolatlar ve farkli fitoplazma
gruplarina ait izolatlar kullanilarak olusan bant profilleri
(Lee ve ark., 1998) yorumlanmis ve ‘Ca. P. mali’ ile
enfekteli izolatlar belirlenmistir.

Funguslarin DNA izolasyonu ise Lecellier ve Silar
(1994)'1n 6nerdikleri yonteme gore yapilmistir. Ekstrakte
edilen DNA’lardan endofit teshisi ITS1/ITS4 (Gardes ve
Bruns, 1993) primer cifti kullanilarak yapiimistir. PCR
asamasinda nikleik asitlerden 1 ul alinarak 24 pl'lik
reaksiyon karisimina eklenmistir. Reaksiyon karigimi
10XPCR buffer (100mM Tris-HCI, pH 8.3, 500 mM KCl,),
1.5 mMgCl,, 200 uM dNTP’ler, 0.4 uM primerler, 0.625
Unite Tag polimeraz’dan olusmustur. PCR dongisi;
94°C'de 2 dakika denaturasyondan sonra, 94°C'de 1
dakika, 54°C’de 1 dakika ve 72°C’de 1 dakikadan olusan
38 dongliyl takiben 72°C'de 10 dakikadan olusmustur.
PCR trlinleri %1.2’lik agaroz jel elektroforez islemine tabi
tutularak gorsel hale getirilmistir. Endofit olma olasihgi
olan fungus izolatlarinin PCR Urlinleri sekans analizine
gonderilmis ve gelen dizilerin NCBI’da BLAST sonuglari
degerlendirilmistir.

Elma ¢oklu siirgiin fitoplazmasi-endofit fungus etkinligi
calismalari

Yapilan fungus izolasyonlari, patojenisite calismalari ve
molekdler analizler sonucunda endofit oldugu belirlenen
izolatlarin inkiibasyonunun ardindan gelisen ve spor
olusturan endofit adayi funguslar, PDA’lardan kazinarak
steril saf su icerisine alinmistir. Saf su icerisinde spor
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varhigina bakilmis ve spor yogunlugu “Thoma lami” ile
10° spor/ml'ye ayarlanmistir. Periyodik analizler
sonucunda ‘Ca. P. mali’ ile enfekteli bulunan agaclarda
dallar tek tek numaralandiriimis ve her agacin 4 farkli
yoninden ornek alinmistir. Alinan her dal tek bir 6rnek
olarak kabul edilmistir. PCR analizleri sonucunda pozitif
sonug veren dallar zerine endofit fungus inokulasyonu
arazi kosullarinda gercgeklestirilmistir. Fitoplazma pozitif
sonug veren dallarda bistiri yardimiyla yaralar agilmis ve
spor siuspansiyonlari dallara firga yardimi ile
bulastirilmistir.  Uygulama vyapilan dallar tek tek
etiketlenmis, lzeri poset ile ortilmis ve posetlerde
delikler agilarak hava almasi saglanmistir. Pozitif bulunan
dallardan bir tanesi kontrol olarak uygulama yapilmadan
birakilmistir. Enfekteli dallarin endofit funguslar ile
inokulasyonu sonrasi 3-4 haftalik inkibasyon siresi
beklenmis ve inokulasyonun gergeklestirildigi érnekler
Uzerinde re-izolasyon ¢alismalari  tamamlanmistir
(Savocchia ve ark., 2007).

Uygulama vyapilan dallarda Real-time PCR yontemi
kullanilarak uygulama 0©ncesi ve sonrasli patojen
yogunluk degerleri arasinda kiyaslama yapilmis ve
endofit funguslarin bulasik dallardaki ECSF yogunlugunu
etkileme oranlart dongli esik degerine gore
belirlenmistir.

Gergek zamanli PCR (Real Time PCR) analizleri

‘Ca. P. mali’ izolatlarindaki hedef nikleik asit miktarlar
ve nikleik asit miktarlarindaki degisimleri fitoplazma
spesifik TagMan yontemi kullanilarak Real-time PCR
(qPCR) analizleri ile belirlenmistir (Christensen ve ark.,
2004).

Elma ¢oklu siirgiin fitoplazmasi-endofit fungus etkinligi
analizleri

DNA izolasyonlari yapilan o6rneklerin nandrop ile
Olglimleri yapilarak son sulandirma
konsantrasyonlarindaki yogunluklar birbirine yakin
olacak sekilde (210-280ng/2ul) ayarlanmistir. Ayni
yogunluktaki fitoplazma ile enfekteli, endofit fungus
uygulanmis ve kontrol olarak birakilan 6rneklerin Real-
time PCR analizi sonucunda “cycle quantification (Cq)”
degerleri  arasinda  farkhliklar  olup  olmadig
degerlendirilmistir.

Endofit fungus uygulama 6ncesi ve sonrasi elde edilen
dongl esik degerlerinin (Cq) ortalamalari alinmis,
uygulama oOncesi ve sonrasi degerler ile kontrol
degerlerinin % degisim degerleri belirlenmistir. Ayrica %
degisim degerleri kullanilarak uygulama vyapilan
izolatlarin % etki degerleri Sun-sheperd formdull ile
hesaplanmistir (Karman, 1971).
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Veri analizlerinin hesaplanmasinda SPSS (Version 23)
paket programi kullanilarak elde edilen ortalama verilere
ANOVA tek etken varyans analizi uygulanmistir.

BULGULAR ve TARTISMA
Bu calismada, farkli illerde 50 bahge gezilerek 360 adet

bitki 6rnegi toplanmis, alinan érnekler ‘Ca. P. mali’ tespiti
icin 2 asamali Nested-PCR ve RFLP yontemleri ile analiz

1A 1B 1 19 21 AP PDES _E
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Ortalamalar arasindaki olasi farklilklar %5 ©6nem
seviyesinde Duncan ¢oklu karsilagtirma testi kullanilarak
degerlendirilmistir (Karman, 1971).

edilmistir. PCR analizleri sonucunda 360 bitkiden 29
tanesi fitoplazma ile enfekteli bulunmus ve yapilan RFLP
analizleri sonucunda tiim izolatlarin referans izolatlar ile
benzer bant profiline sahip oldugu ve tamaminin ‘Ca. P.
mali’ oldugu tespit edilmistir (Sekil 1).

1A 1B 1 19 21 AP poes -E

Sekil 1: Farkliillerden alinan elma 6rneklerinden elde edilen fitoplazma streynlerinin 16SrDNA'sinin RFLP profillerinin
agaroz jel (%2) elektroforezi; FO1/R01 primerleri ile cogaltilmis Nested-PCR urtinleri, Rsal ve Sspl restriksiyon
enzimleri ile kesilmistir. M: Molekiiler marker, 6, 1A, 1B, 1, 19, 21: testlenen elma 6rnekleri, AP: Elma Coklu Siirglin
Fitoplazmasi, PD: Armut Yikim Fitoplazmasi, ES: Avrupa Sert Cekirdekli Meyve Sarilik Fitoplazmasi: Pozitif kontroller,
W: Su kontrol
Figure 1. Agarose gel (2%) electrophoresis of RFLP profiles of 165r DNA from phytoplasma strains of apple
samples taken from different provinces; Nested-PCR products amplified with FO1/R01 primers were digested
with restriction enzymes Rsal and Sspl. M: Molecular marker, 6, 1A, 1B, 1, 19, 21: apple samples tested, AP:
Apple Proliferation Phytoplasma, PD: Pear Decline Phytoplasma, ES: European Stone Fruit Yellow
Phytoplasma: Positive controls, W: Water control

Endofit fungus calismalarinda ‘Ca. P. mali’ ile enfekteli
bitkilerin yani sira higbir hastalik belirtisi gostermeyen
elma bitkileri de kullanilmistir. Farkli illerde 38 bahge
gezilerek 198 agactan 6rnek alinmistir. Endofit fungus
izolasyonu sonucunda elde edilen fungal izolatlardan
farkli morfolojik gelisimlere sahip 6rnekler saflastirilip
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cins diizeyinde teshisleri yapilmistir (Barac ve ark., 2004).
Endofit olma olasiligi olan aday endofit izolatlarin
patojenite testi tamamlanarak patojen 6zellik gésteren
izolatlar elenmistir. Endofit oldugu dislnilerek
¢alismaya devam edilen fungal izolatlarin PCR ve sekans
analizleri yapilmistir (Sekil 2).
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Sekil 2: Funguslarin rDNA-ITS gen bdlgesini ¢ogaltan
ITS1/ITS4 primer cifti kullanilarak gerceklestirilen RCR
analizlerinin agaroz jel elektroforez gorintisi. M:
Molekiiler markor 1-8: fungus érnekleri
Figure 2: Agarose gel electrophoresis image of PCR
analysis using ITS1/1TS4 primer pair that amplifies the
rDNA-ITS gene region of fungi. M: Molecular marker 1-
8: samples of fungi

Sekans analiz sonuglarina gore elde edilen baz dizilerinin
NCBI’da BLAST analizleri yapilmis ve sonucgta 3 farkli
endofit tird belirlenmistir. Sonuglara bakildiginda elma
agaclarindan izole edilen endofit funguslarin Epicoccum

nigrum, Aureobasidium pullulans ve Ulocladium
consortiale oldugu tespit edilmistir. Nested-PCR
analizleri ile testlenen elma o6rnekleri arasinda

fitoplazma pozitif bulunanlar Real-time PCR (quantitave
PCR, gPCR) analizine de tabi tutulmustur. Yapilan qPCR
analizlerinde ¢ahsilan tiim 6rneklerin son sulandirma
konsantrasyonlari nanodrop 6lgiimleri ile birbirine yakin
olacak sekilde ayarlanmis (210-280ng/2ul) ve Cq
degerleri kaydedilmistir. Endofit fungus inokulasyonu ve
re-izolasyon ¢alismalarinin ardindan fitoplazma ile
enfekteli bu 6rneklere yeniden gPCR analizleri yapilmis
ve olusan Cq degerleri kaydedilmistir.

Yapilan ¢alismalarda endofit fungus inokulasyonu 6ncesi
ve sonrasinda elde edilen Cq degerleri arasinda
farkhliklar oldugu belirlenmistir. Endofit
inokulasyonundan 6nce fitoplazma ile enfekteli oldugu
bilinen o6rneklerin Cq degerleri daha distk c¢ikmistir.
Fungus inokulasyonu sonrasi elde edilen Cq degerlerine
bakildiginda ise enfekteli 6rneklerde replikasyonlarin
bircogunun daha gec¢ dongilerde basladigi gortlmustir.
Yapilan analizler sonucunda Cq dongl degerlerindeki
degisimler baz alinarak DNA konsantrasyonlarinda
mevcut patojen yogunlugunda degisimler meydana
geldigi ve endofit fungus inokule edilen orneklerdeki
hedef fitoplazma patojen yogunlugunun azaldigi, bunun
yaninda hi¢ uygulama yapilmayan fitoplazma enfekteli
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orneklerdeki patojen yogunlugunun arttigi ve bu
durumun dongi sayilarini etkiledigi kanisina varilmigtir.

Endofit  funguslarin  ECSF  enfekteli  6rneklere
inokulasyonu oncesi ve sonrasi elde edilen ortalama Cq
degerleri Gzerinden % degisim, % etki oranlar

hesaplanmis ve ANOVA tek etken varyans analizi
kullanilarak olusan degerler kontrol ile karsilastiriimis ve
sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Analizler sonucu elde edilen ortalama Cq degerleri
kullanilarak %  degisim oranlari  hesaplanmistir
(Karman,1971). Yapilan hesaplamalarda inokulasyonlar
soncunda daha ylksek Cq degerine sahip olan, daha ge¢
donmeye baslayan egrilerde egilim pozitif olarak
hesaplanirken daha erken donmeye baslayan, daha
dusiik Cq degerlerinde egilim negatif olarak kabul
edilmistir. Elde edilen oranlara bakildiginda uygulanan
endofit fungus izolatlarindan A. pullulans, E. nigrum ve U.
consortiale % degisiminin pozitif egilim gosterdigi ve
degerlerin sirasiyla % 27,83, % 2,5 ve 2,30'luk degere
sahip oldugu gorilmustir. Kontrole bakildiginda ise
egilimin negatif olarak gercgeklestigi ve % 9,65’lik bir
degisim oranina sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 3).

Sekil 3: Endofit fungus inokulasyonu 6ncesi ve sonrasi
alinan ortalama Cq degerleri ile elde edilen % degisim
oranlari, K: Kontrol, E: Epicoccum nigrum izolati, A:
Aureobasidium pullulans izolati, U: Ulocladium
consortiale izolati
Figure 3: Percentage change rates obtained with mean
Cq values taken before and after endophyte fungus
inoculation, K: Control, E: Epicoccum nigrum jsolate, A:
Aureobasidium pullulans isolate, U: Ulocladium
consortiale isolate

izolatlarin % degisim oranlari kullanilarak uygulanan Sun-
sheperd formili ile hesaplanan % etki degerlerine
bakildiginda ise uygulanan izolatlarda etki oraninin E.
nigrum igin % 11,08, U. consortiale icinse % 10,90 gibi
yakin ve dlsik seviyelerde kaldigi gorilmis, bunun
yaninda A. pullulans uygulanan 6rneklerde belirlenen
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etki oraninin ise % 34,18’e ulastigl gdzlemlenmistir (Sekil
4).

40,00
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5,00

0,00

E A U
Sekil 4. Endofit fungus izolatlarinin % degisim oranlari
kullanilarak uygulanan Sun-sheperd formiili ile
hesaplanan % etki degerleri, E: Epicoccum nigrum
izolati, A: Aureobasidium pullulans izolati, U: Ulocladium
consortiale izolati
Figure 4. The % effect values calculated with the Sun-
sheperd formula applied using the % change ratios of
the endophyte fungus isolates, E: Epicoccum nigrum
isolate, A: Aureobasidium pullulans isolate, U:
Ulocladium consortiale isolate

Endofit fungus uygulamasi 6ncesi ve sonrasi elde edilen
ortalama dongi esik degerlerine  bakildiginda
kontroldeki ortalama Cq degerlerinin 24,23’den 21,89’a
geriledigi goralmustir. Cq degerlerindeki bu gerilemenin
hedef patojenin ilk miktari ile orantili olmasi sonucu
patojen yogunlugunun artmasindan dolayl meydana
geldigi kanisina varilmistir. Kontrolden elde edilen veriler
ile karsilastirildiginda E. nigrum ve U. consortiale
izolatlarinda uygulama sonrasi dongl sayilarinin arttig
gorilmustir. E. nigrum igin 20,95 olan degerin 21,48'¢;
U. consortiale igin 23,14 olan degerin 23,68’e ylikseldigi
gozlenmistir. Daha ge¢ dénemde olusan dongl degisimi
ve dongl esik degerinin artmasi ile dongi sayilarindaki
bu yikselmenin patojen yogunlugunun azalmasindan
kaynaklandigi distnilmustir. En 6nemli degisimin A.
pullulans izolatinda oldugu ve uygulama 6ncesi 24,10
olan ortalama Cq degerinin uygulama sonrasi 30,81'e
ylkseldigi belirlenmistir. Bu yikselisin kontrol olarak
kullanilan 6rnekteki degisimin tam tersine olacak sekilde
hedef patojendeki yogunluk azalisindan oldugu
sonucuna varilmistir (Sekil 5).

Kullanilan endofit izolatlari karsilastirildiginda ECSF
hastaliginin biyolojik miicadelesi kapsaminda hedef
patojen etmenin  yogunluguna olan etkilerine
bakildiginda 3 izolatin da etkili oldugu, A. pullulans
endofit izolatinin diger izolatlara oranla ¢alisma
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kapsaminda daha Umit-var sonuclar verdigi ve hedef
patojen yogunlugunu azaltmada etkinliginin daha yiksek
oldugu belirlenmistir. 3 fungal endofit kiyaslandiginda en
yuksek etkinin A. pullulans’a ait oldugu, fitoplazma
yogunlugunu uygulama sonrasi %34,18 etki degeri ile
azalttig belirlenmistir. Musetti ve ark., 2011 yilinda ‘Ca.
P. mali’ ile enfekteli Cezayir menekselerine baglardan
elde ettikleri fungal endofitleri inokule ederek yaptiklari
cahsmada kullandiklari endofit izolatlardan Epicoccum
nigrum inokule edilmis bitkilerin simptom siddetinde
azalmalar goruldGgini belirlemislerdir.

30,81

25,00 2hes 24,10 23,14 23,68
21,89 20,95 21,48

E

Sekil 5. Endofit fungus inokulasyonu dncesi ve sonrasi
alinan ortalama Cq degerleri, turuncu sitinlar:
uygulama oncesi alinan degerler, mavi siitlinlar:
uygulama sonrasi alinan degerler, K: Kontrol, E:

Epicoccum nigrum izolati, A: Aureobasidium pullulans

izolati, U: Ulocladium consortiale izolati
Figure 5. Mean Cq values taken before and after
endophyte fungus inoculation, orange columns: values
before application, blue columns: values obtained after

application, K: Control, E: Epicoccum nigrum isolate, A:
Aureobasidium pullulans isolate, U: Ulocladium

consortiale isolate

Sonu¢ olarak, s6z konusu hastaligin kimyasal
miicadelesinin olmayisi ve karantina listelerinde yer
almasi nedeni ile olasi biyolojik miicadele uygulamalari
oldukca 6nem arz etmektedir. Elma agaclarindan izole
edilen fungal endofitlerin hastalik yogunluguna olan
etkileri belirlenerek ECSF hastaligina karsi olasi biyolojik
miicadele calismalari arastirilmistir. Enfekteli agaclara
yapilan fungal endofit inokulasyonu sonrasinda A.
pullulans izolatinin etmenin yogunlugunu azalttiginin
belirlenmesi hastalikla miicadele ¢alismalari agisindan
onemli bir adim olmustur. Higbir ilagh micadelesi
olmayan ECSF hastaligina karsi Uimit-var sonuglarin elde
edildigi bu calisma hastalik kontroli ve yayilliminin
Onlenebilmesi  agisindan  6nemli  bir  basamak
olabilecektir.  Fungal endofitler ile fitoplazma
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hastaliklarinin etkilesimi, hastalig etkileyen
mekanizmalarin aydinlatiimasi ile Ulkemiz agisindan
onemli bir Urlin olan elma vyetistiriciliginde tehlike arz
eden, verim ve kaliteyi Onemli Olglide etkileyen
fitoplazma hastaliklari icin  micadele olanaklari
saglanabilecektir.

OzZET

Amag: Bu calismada Elma Coklu Sirgln Fitoplazma
Hastaligi (ECSF) (Candidatus Pyhtoplasma mali)’'nin
biyolojik miicadelesinde endofitik  funguslarin
etkinliginin belirlenmesi amacglanmistir. Boylece pratikte
kimyasal micadele olanagl olmayan hastalik etmenine
karsi farkh kontrol stratejileri gelistirilebilme olanaginin
saglanmasi hedeflenmistir.

Yéntem ve Bulgular: ECSF ve endofit fungus izolasyonlari
icin toplam 50 farkli bahge gezilerek fitoplazma testleri
icin 360 agactan, endofit funguslar i¢in ise hem saglikh
hem de fitoplazma ile enfekteli 198 agagtan bitki 6rnegi
toplanmistir.  Fitoplazma acisindan testlenen 360
Oornekten 29 tanesi ‘Ca. P. mali’ ile enfekteli
bulunmustur. ‘Ca. P. mali’ ile enfekteli ve saglkli elma
agaclarindan endofit fungus tirleri izole edilmis, bu
funguslarin morfolojik ve molekiler tanisi ile birlikte
patojenisite  calismalart  yapilmistir.  Saglkh elma
agaclarindan en vyaygin olarak izole edilen endofit
funguslardan  Epicoccum  nigrum, Aureobasidium
pullulans, Ulocladium consortiale’nin ECSF hastaligina
karsi etkinlikleri incelenmistir. Her bir fungus izolatinin
ECSF hastalik yogunlugunu farkh dizeylerde etkiledigi,
en yiiksek etkinin A. pullulans’a ait oldugu ve ECSF
hastalik yogunlugunu uygulama sonrasi %34,18 etki
degeri ile azalttigi belirlenmistir.

Genel Yorum: ECSF hastaliginin etkili bir kimyasal
micadelesinin  bulunmamasi ve etmenin karantina
listesinde yer almasi nedeniyle olasi biyolojik miicadele
uygulamalari olduk¢a ©nemlidir. ECSF ile enfekteli
agaclara inokule edilen 3 farkli endofit fungus tiriinden
Aureobasidium pullulans’in  fitoplazma yogunlugunu
diger 2 etmene gore daha fazla azaltmasindan dolayi A.
pullulans hastalikla miicadelede kullanilabilecek biyolojik
miicadele ajani olabilir.

Calismanin Onemi ve Etkisi: Bu calisma ile biyolojik
miicadele ajani olan endofit funguslarin elmalarda ECSF
hastaligi Gizerine etkileri Tlirkiye’de ilk kez arastiriimis ve
hastaligin  kontrol stratejilerinin  olusturulmasinda
onemli 6n bulgular elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Malus domestica, elma ¢oklu stirglin
fitoplazmasi, endofit fungus, kontrol.
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