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Calisma, Mugla Ili Datca ilgesinde badem agaclarinda siirgiin ve dal yanikliklarina,
geriye dogrum oOliime ve verim kayiplarina neden olan Botryosphaeriaceae
familyasinda yer alan tiirlerin ve Diaporthe spp.’nin varligini ortaya koymak ve
neden olan etmenleri klasik ve molekiiler yontemler ile tanilamak amaciyla ele
almmustir. 2018 ve 2019 yillarinda 8 koyde toplam 25 badem bahgesinden alinan
hastalikli bitki 6rneklerinden toplam 78 izolat elde edilmistir. Tiim izolatlardan 36
tanesi (%46) Botryosphaeriaceae, 42 (%54) adet izolat Diaporthe spp. olarak
belirlenmistir. Bir yillik badem siirgiinlerinde (Nurlu badem ¢esiti) yapilan
patojenisite testinde tiim izolatlarin patojen oldugu saptanmistir. Molekiiler
tanilamalar, patojen tek hif ucu izolatlardan elde edilen genomik DNA’larin Internal
Transcribed Spacer (ITS) bdlgesi, translation elongation factor 1-a (TEF-1a) geni
ve B-tubulin (BT) genlerine 6zgii primer ¢iftleri ile PCR’da ¢ogaltilarak {iriinlerinin
baz dizilerinin belirlenmesi seklinde yapilmigtir. Her izolata ait 3 farkli gene 6zgii
baz dizileri Gen Bankasi veri taban1 ve BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) yontemi ile orijini belirli izolatlarin dizileri ile karsilastirilarak analiz
edilmistir. Sonug olarak, 14 Botryosphaeriaceae izolatindan 5 izolat Neofusicoccum
mediterraneum, 4 izolat Fusicoccum aesculi (Telemorph: Botryosphaeria
dothidea), 4 izolat Dothiorella iberica (Telemorph: Botryosphaeria iberica), 1
izolat Dothiorella sarmentorum (Telemorph: Botryosphaeria sarmentorum) olarak
tanilanmistir. Bu tiirlerin hepsi bademde tilkemiz igin ilk kayit niteligindedir. Ayrica
38 Diaporthe spp. izolatindan 37 izolatin Diaporthe amygdali, 1 izolatin Diaporthe
ambigua oldugu belirlenmistir. Bademde Phomopsis spp. nin varligi iilkemizde
daha once saptanmakla birlikte tiir diizeyinde tanimlanmamistir. Etmen bu ¢alisma
ile molekiiler ve morfolojik olarak ilk kez Diaporthe amygdali olarak belirlenmistir.
Bilindigi kadariyla bademde siirgiin ve dal yanikligina neden olan Diaporthe
ambigua’nin  varligt diinyada ilk kayit niteligindedir. Calismada tiim
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Botryosphaeriaceae izolatlar1 ile temsilci olarak secilen 5 D. amygdali ve 1 D.
ambigua izolatinin morfolojik karakteristikleri de belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Badem, Neofusicoccum mediterraneum, Fusicoccum aesculi,
Dothiorella iberica, Dothiorella sarmentorum, Diaporthe amygdali, Diaporthe

ambigua
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ABSTRACT

DETERMINATION OF FUNGAL PATHOGENS CAUSING TWIG,
SHOOT BLIGHT AND DRYING ON ALMOND TREES IN DATCA
TOWN OF MUGLA PROVINCE

Canan ERDEM

M.Sc. Thesis, Department of Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. H. Seher BENLIOGLU
2020, 69 sayisi

The study was undertaken to reveal the existence of the species in the
Botryosphaeriaceae family and Diaporthe spp., causing twig and shoot blight,
dieback and yield losses in almond trees in Datca town of Mugla province, and to
identify the causal agents by classical and molecular methods. In 2018 and 2019, 78
isolates were obtained from diseased plant samples taken from 25 almond orchards
in 8 villages. 36 (46%) out of the all isolates were determined as Botryosphaeriaceae
and 42 (54%) was as Diaporthe spp. Pathogenicity tests revealed that all isolates
were found to be pathogenic on year almond shoots (cv Nurlu). Molecular
identification was carried by amplifying of genomic DNA from single hyphal tips
of all isolates with the specific primer pairs of the Internal Transcribed Spacer (ITS),
the Translation Elongation Factor 1-a (TEF-1a) and the B-tubulin (BT) genes using
polymerase chain reaction (PCR), and sequencing of PCR products. All DNA
sequences of three different genes from each isolate were analyzed and compared
with those of known origin using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
and the GenBank database. As a result, the 14 Botryosphaeriaceae species were
identified as Neofusicoccum mediterraneum (5 isolates), Fusicoccum aesculi
(Telemorph: Botryosphaeria dothidea) (4 isolates), Dothiorella iberica
(Telemorph: Botryosphaeria iberica) (4 isolates), Dothiorella sarmentorum
(Telemorph: Botryosphaeria sarmentorum) (1 isolate). All of these species are the
first records for our country in almonds. Of 38 Diaporthe spp. isolates, 37 isolates
were identified as Diaporthe amygdali and 1 isolate was Diaporthe ambigua.
Although the presence of Phomopsis spp in almonds has been previously
determined in our country, it has not been identified at the species level. The agent
was determined molecularly and morphologically for the first time as Diaporthe
amygdali with this study. As far as is known, this is the first report of D. ambigua
causing twig and shoot blight on almond in the World. Morphological



characteristics of 5 D. amygdali and 1 D. ambigua isolate selected as representative
with Botryosphaeriaceae isolates were also determined in the study.

Key Words: Almond, Neofusicoccum mediterraneum, Fusicoccum aesculi,
Dothiorella iberica, Dothiorella sarmentorum, Diaporthe amygdali, Diaporthe

ambigua
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1. GIRIS

Badem (Prunus amygdalus); Rosales takimi, Rosaceae familyasi, Prunoideae alt
familyasinin Prunus cinsinin amygdalus alt cinsine dahildir. Badem, kuzey yari
kiirede 30-44, giiney yar1 kiirede 20-40 enlem dereceleri arasinda yetisir. Yazlari
kurak ve sicak, kiglart 1lik ve yagish Akdeniz iklimi bademin gelisimi i¢in idealdir.
Badem degisik toprak tiplerine toleransi oldukca fazla olan bir meyve tiiriidiir.
Kurak, taslik ve kirecli topraklarda bile oldukea iyi yetistirilmektedir (Ozcagiran,
2005). Badem Anadolu’nun en eski meyve tiirlerinden biridir. Anavatani Orta ve
Bat1 Asya’dir. Cin, Hindistan, Iran, Suriye ve Akdeniz iilkelerine de yayilmstir.
Badem ¢ali formunda veya 10 metreye kadar boylanabilen aga¢ seklinde gelisebilen
bitki tiiridiir (Scott, 2014). Badem Tiirkiye’de, Akdeniz iilkelerinin ¢ogunda,
ABD’nin Kalifornia eyaleti, Giiney Afrika, Giiney Amerika ve Avusturalya’da
yaygin olarak yetistirilmektedir (Kaymaz, 2017). Badem meyvesi cagla olarak
adlandirilan taze formu yan1 sira kurutularak tohumu tiiketilen, gida endiistrisinde,
kozmetik ve ila¢ sanayiinde kullanilan ¢ok dnemli bir sert kabuklu meyve tiirtidiir.
Badem ¢ekirdegi, 6zellikle mineraller, proteinler, vitaminler ve tekli doymamis yag
asitleri ile en zengin saglik kaynaklar1 arasindadir (Olmo vd., 2016). Badem
diinyada c¢ok genis alanlarda kiiltiirii yapilmasina ragmen iilkemizde uzun yillar
sinirlart  belirlemek amaciyla kullanilan bir bitki olmus ve gerekli 6nem
verilmemistir (Bozkurt, 2017). Son yillarda diinya c¢apinda badem iiretimi ve
tilketimi hizla artmaktadir (Olmo vd., 2016). Badem iiretiminde Tiirkiye; ABD,
Ispanya, Iran, Fas’tan sonra 5. sirada yer almaktadir (FAO, 2018). Asagida diinyada
bazi iilkelerin badem iiretimi ve diinya badem iiretimindeki paylari verilmistir.
Tiirkiye’nin diinya badem iiretimindeki pay1 %3,14 iken, ABD’nin tiretimdeki pay1
%58,83°tiir (Cizelgel.1).



Cizelge 1.1. Bazi iilkelerin badem iiretimi ve diinya badem iiretimindeki pay1 (FAO,

2018)
Ulkeler Uretim (ton) Pay (%)
ABD 1.872.500,00 %58,83
ispanya 339.033,00 %10,65
iran 139.028,00 %4,37
Fas 117.270,00 %3,68
Tiirkiye 100.000,00 %3,14
italya 79.801,00 %2,54
Tunus 66.733,00 %2,12
Cezayir 57.213,00 %1,82
Cin 49.879,00 %1,59
Yunanistan 38.352,00 %1,22
Sili 36.033,00 %1,15
Suriye 34.700,00 %1,10
Diinya 3.182.902,00

Tiirkiye’de 2010 yilinda toplam badem agaci sayis1 6.272 iken 2019 yilinda
15.585’e, badem {iretimi ise 55.398 ton’dan 150.000 ton’a ¢ikmistir (Cizelge 1.2).
Son 10 yilda badem agag sayisi ve tiretim dikkate alindiginda, 2010 yili verilerine
gore yillik yilizde artis oranlar1 Sekil 1.1°de gosterilmistir. Buna gore 2019 yili
itibariyle 2010 yilina oranla aga¢ sayis1 %148, badem iiretimi %170 artarak 150.000
tona ulasmistir. Ozellikle agac sayis1 bakimindan 2016 yilindan, badem iiretimi
acisindan 2018 yilindan bu yana dikkate deger ¢ok oOnemli artiglar oldugu
goriilmektedir (Sekill.1).

Cizelge 1.2. Tiirkiye’ de 2010-2019 yillan arasinda badem meyve veren, meyve
vermeyen agag sayisi ve iiretimi (TUIK, 2019)

Yillar Meyve veren | Meyve vermeyen | Toplam meyve | Uretim (ton)
agac sayisl agac sayisl agaci sayisli

2010 3.683 2.589 6.272 55.398
2011 4.221 3.101. 7.322 69.838
2012 4.679 3.242 7.921 80.261
2013 5.256 3.602 8.858 82.850
2014 5.637 3.815 9.452 73.230
2015 5.864 4.295 10.159 80.000
2016 6.664 4.964 11.628 85.000
2017 6.810 5.099 11.909 90.000
2018 8.490 5.401 13.891 100.000
2019 9.522 6.333 15.585 150.000
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Sekil 1.1. Tiirkiye’de 2010 yilina gére 2011-2019 yillar1 arasindaki badem agag
sayis1 ve liretimdeki yiizde artig oranlart.

Ege Bolgesi (3.521.370 adet agag) badem yetistiriciliginde, Giiney Dogu Anadolu
Bolgesi (5.352.394 adet agac)’den sonra ikinci sirada yer almaktadir (TUIK, 2019).
Ege Bolgesi’nde Mugla Ili, Manisa Ili’nden sonra en ¢ok badem agacina sahip olan

ikinci ilimizdir (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3. Ege Bolgesi’nde illere ait badem agagc sayilar1 (TUIK, 2019)

iller Meyve veren yasta agac sayis1 | Meyve vermeyen agac sayist | Toplam
Afyonkarahisar | 129.097 125.154 254.251
Denizli 353.076 190.293 543.369
Usak 89.050 82.935 171.985
Kiitahya 34.924 28.033 62.957
Izmir 163.038 64.500 227.538
Mugla 514.387 137.661 652.048
Aydin 112.859 42315 155.174
Manisa 614.833 839.215 1.454.048

Ege Bolgesi badem yetistiriciligi i¢in iklimsel ag¢idan uygun bir bolgedir. Ege

Bolgesi’nde en fazla agac sayisina sahip ikinci il olan Mugla’nin Datga ilgesi, Mugla

[’indeki badem {iretim alanlarinin yaklasik %60’mn1, meyve veren badem

agaclariin %59’unu tek basina karsilamakta (Cizelge 1.4) ve Datga bademi olarak

pazarda yerini almaktadir. Dat¢a ilgesine ait Nurlu badem c¢esidinin “’Nurlu35”’

ismiyle tescillendigi bilinmektedir. Datga’da yetistirilen Nurlu bademin Datga

iklimi ile 6zdeslestigi ve dane agirligy, iriligi, kabugunun sertligi ve lezzeti ile diger

cesitlerden ayrildig1 da belirtilmektedir (Anonim, 2015). Dat¢a bademi yalnizca

Tiirkiye’de degil diinyada da en iyi badem olarak kabul gérmektedir (Yalgin, 2014).




Cizelge 1.4. Mugla ilinde ilgeler diizeyinde badem iiretimi, {iretim alanlar1 ve agac sayilar1 (TUIK, 2019)

Iiceler Badem (da) | %pay | Meyve veren agag sayisi | Meyve vermeyen agac sayis1 | Toplam agac sayisi
Bodrum 520 2,34 1,110 15.620 16.730
Dalaman 400 1,81 11.450 1.360 12.810
Datca 13.300 59,77 305.300 29.300 334.600
5 Fethiye 1.193 5,36 45.920 8.500 54.420
MUGLA | Kavaklidere | 70 0,31 3.700 340 4.040
Marmaris 2.500 11,23 54.000 3.000 57.000
Mentese 840 3,77 34.326 6.511 40.837
Milas 500 2,25 17.200 6.300 23.500
Seydikemer | 2.550 11,46 25.020 62.370 87.390
Ula 180 0,81 8.240 260 8.500
Yatagan 200 0,91 8.121 4.100 12.221
TOPLAM 22.253 514.387 137.661 652.048




Agaclarda olusan kuruma veya geriye dogru 6limler genellikle biyotik ve abiyotik
stres faktorlerinden meydana gelmektedir. Abiyotik sebepler genellikle kuraklik,
diisiik ve yiiksek sicaklik, topragin fiziksel ve kimyasal yapisi, drenaj sorunu,
tuzluluk ve fabrika atiklarindan kaynaklanmaktadir. Ancak bir¢ok toprak ve hava
kokenli biyotik fungal etmenler de badem agaclarinda kurumalara ve geriye
6liimlere neden olmaktadir (Kaymaz, 2017).

Son yillarda kiiresel 1sinmaya paralel olarak Botryosphaeriaceae (Ascomycota,
Botryosphaeriales) familyasina ait hastalik etmenlerinin gerek diinyada gerekse
iilkemizde giderek arttig1 dikkati c¢ekmektedir. Botryosphaeriaceae familyasi
tiyeleri, kutup bolgeleri haricinde diinyanin tiim cografi bolgelerinde bulunmakta ve
bir¢ok odunsu bitkide hastaliga neden olmaktadir (Phillips vd. 2013). Binden fazla
konukg¢usu oldugu bildirilmistir. Bu konukgular tarim ve ormancilikta ticari olarak
kullanilan 6nemli agaglar1 kapsamaktadir (Mehl vd. 2013). Badem, ceviz, antep
fistig1, seftali, kiraz, armut, elma, zeytin, bag, turung, nar, avakado, mango gibi
ekonomik agidan 6nemli olan meyve agaglari konukgulari arasinda yer almaktadir.
Botryosphaeriaceae familyas1 iiyeleri yasamini seksiiel veya aseksiiel olarak
tamamlamaktadir. Botryosphaeriaceae, c¢ogunlukla konukcularinda patojen,
nektrotrof ya da saprofit olan morfolojik olarak farkli funguslardir.
Botryosphaeriaceae familyasindaki cinsleri ayirmak i¢in kullanilan karakterler,
askosporlarin morfolojik 6zellikleri ve konidilerin sekil ve yapilaridir. Tanilamada
esas alinan karakterler, pigmentasyon, hiicre duvar kalinligi ve bolme sayis1 gibi
konidial 6zelliklerdir. Tanilamada konidiomata’da parafizlerin varligi veya yoklugu
gibi diger karakterler de yol gosterici olabilmektedir (Phillips vd. 2013).

Botryosphaeriaceae familyasi iiyeleri konukcu agag govdesi iizerinde ve budanmus
dallarda meyve ve siirgiin yanikliklari, sakiz olusumu, odun dokusunda renk
degisimi, dallarda ve siirgiinlerde geriye dogru o6liim gibi hastalik simptomlari
meydana getirmektedir (Michailides vd., 2015). Botrysphaeriaceae {iyelerinin
c¢ogunun endofitik oOzellikte oldugu bilinmektedir. Bunlar Guignardia,
Botryosphaeria (anamorph Fusicoccum), Dothidotthia (anamorph Dothiorella),
Neofusicoccum, Pseudofusicoccum, Lasiodiplodia ve Diplodia (Slipper ve
Wingfield, 2007)’dir. Sporlar agacgta hastalik belirtisi olusturmadan yesil dokular
iizerinde ¢evre kosullar1 optimum olana kadar uykuda kalabilmektedir. Sporlarin
agaca dogal acgiklik, budama yaralari, kabuk ve siirglin ¢atlaklari, biiylime
catlaklarindan giris yaptigi ve stres altindaki agaclarin enfeksiyona karsi daha
hassas oldugu bilinmektedir (Anonim, 2014). Stres kosullarinin siirdiigii ve fiziksel



yaralanmalarin oldugu durumlarda hastalik hizla ilerlemekte ve ciddi kayiplara
neden olabilmektedir (Slipper ve Wingfield, 2007). Y1l igerisinde erken enfekte
olan agaclarda daha sonra enfekte olanlardan daha biiyiik kanserler gelismektedir
(Scott, 2014).

Badem agaclari, Botryosphaeriaceae tiirlerinin yaygin oldugu konukcular1 olarak
bilinmektedir. Giiney  Afrika’da, Neofusicoccum australe, Ispanya’da
Botryosphaeria dothidea, Diplodia olivarum, Diplodia seriata, Neofusicoccum
australe, Neofusicoccum parvum, Diplodia olivarum, Diplodia seriata,
Neofusicoccum luteum, Neofusicoccum mediterraneum ve Neofusicoccum parvum,
Kaliforniya’da Botryosphaeria dothidea, Diplodia seriata, Neofusicoccum parvum,
N. mediterraneum, N. nonquaesitum, Boryosphaeria dothidea, Dothiorella
sarmentorum, Neofusicoccum mediterraneum, N. parvum, Lasiodiplodia
theobromae ve Dothiorella iberica tiirleri badem agacglarinda tespit edilmistir (Olmo
vd., 2017).

Diaporthales liyeleri de birgok bitkide ¢ok sayida hastaligina neden olmaktadir.
Diaporthales igerisinde yer alan Diaporthaceae’de, Diaporthe 801 isimlendirilmis
taxa, 900°den fazla tamimlanmis tiirli iceren Phomopsis anamorph’larini
barindirmaktadir (Rossman vd., 2007). Diaporthe tiirleri ve Phomopsis aseksiiel
evreleri genis konukgu araliklarina sahiptir ve sadece bitki patojeni, endofit veya
saprofit olarak degil, ayn1 zamanda insan ve diger memelilerin patojenleri olarak da
yaygindir (Gomes vd., 2013). Zhang vd. (2006)’a atfen Rossman vd. (2007),
molekiiler veriler, Diaporthales’in Sordariomycetes igerisinde ayr1 bir takim
oldugunu belirtmektedir. Kirk vd. (2001)’e atfen Rossman vd. (2007)’e gore
Diaporthales yaklagik 94 cins ve 500 tirii icerdigini belirtmektedir. Diaporthe
tiirleri, diinya c¢apinda ekonomik agidan onemli olan birgok konukguda kok ve
meyve clriikliigii, geriye dogru 6liim, kanserler, yaprak yanikliklari, ¢ilirlime ve
solgunluk gibi belirtilere neden olurlar (Gomes vd., 2013). Ornegin, Diaporthe-
Phomopsis aygigegi ve soya fasiilyesinde sap kanserleri ve fide yanikliklarina neden
olmaktadir.  Diaporthales icerinde ¢ok sayida anamorfik tiir bulunmaktadir
(Rossman vd.,2007). Tiirlerin isimlendirilmesi, 6zellikle Phomopsis genusunda
konukgusuna gore yapilmaktadir. Ornegin; Phomopsis amygdali seftali ve bademde
hastalik olustururken, Phomopsis viticola bagda hastalik olusturmaktadir. Bununla
birlikte daha sonraki g¢aligmalar, bir¢ok tiiriin farkli konukgular1 firsatgr olarak
kolonize edebildigini, ayn1 konukcu veya lezyonda ise birkag¢ farkli tiiriin birlikte
olabildigini ortaya koymustur (Gomes vd., 2013). Phomopsis amygdali, son



zamanlarda bagdan da izole edilmistir (van Niekerk vd. 2005’e atfen Rosman vd.,
2007). Baz1 Diaporthe tiirleri konukcuya ve konukgunun saglamligina bagl olarak
patojen ya da endofit olabilirler (Santos, 2011). Phomopsis tiirlerinin biiyiik bir
kismi odunsu ¢igekli bitkilerde (Angiosperm) kabukalti dokusunda endofitik olarak
yasamini siirdiirmektedir (Rossman vd., 2007).

Badem gerek iilkemiz gerekse Ege Bolgesi’nde en fazla agag sayisina sahip ikinci
il olan Mugla’da son derece dnemli olmasina ragmen, yapilan literatiir calismasinda,
iilkemizde bademlerde ¢ok az galismanin oldugu goriilmektedir. Mugla ili, Datca
ilgesindeki badem agaglarinda kurumalarin olduguna dair sikayetle birlikte
hastalikli bitki 6rnekleri Mayis 2018’de boliimiimiiz Fitopatoloji laboratuvarina
getirilmis ve yapilan izolasyon ve tanilama calismast sonunda &rneklerin
Botryosphaeriaceae familyasina ait bir tiir oldugu belirlenmistir. Bu galigma, 2018
yilinda Mugla ili Datca ilgesinde badem agaglarinda siirgiin ve dal kurumalarina,
yanikliklara ve verimde azalmaya neden olan Botryosphaeriaceae familyasinda yer
alan tiirlerin ve Diaporthe spp.’nin varligini ortaya koymak ve elde edilen izolatlar1
klasik ve molekiiler olarak tanilamak amaciyla ele alinmstir.



2. KAYNAK OZETLERI

2007-2008 yillarinda Isparta ilinde badem agaglarinda fungal hastaliklarin
belirlenmesi amaciyla yapilan siirveylerde, Polystigma ochraceum [(Wahl.) Sacc.],
Wilsonomyces carpophilus [(Lév.) Adaskaveg, Ogawa, & E. E., Butler] ve
Phellinus  tuberculosus [(Baumg.) Niemeld] tespit edilmistir. Bu hastalik
etmenlerinin bulunma oranlarini belirlemek amaciyla 4 ilgede toplam 17 bahgede
sayimlar yapilmistir. Bu hastalik etmenlerinden P.ochraceum’™un bulunma oraninin
en yiiksek oldugu ve bunu, P. tuberculosus ve W.carpophilus’un takip ettigi
belirtilmektedir (Kurbetli ve Hancioglu, 2008).

Badem alanlarinda yapilan sinirli calismadan biri olan ve Mugla 1li Datca ilgesinde
yapilan calismada badem agaclarinda siirgiin kurumalarina Phomopsis spp. ve
Cytospora sp’nin neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica Yaprak Kivirciklig
Hastaligi’na neden olan Taphrina deformans’i da bademde 6nemli problemlere
neden oldugu belirtilmistir (Celiker ve Poyraz, 2007). Ege Bolgesinde armut
(Deveci ve Ankara), badem (Nurlu), nar (Hicaz) ve incirde (Siyah Orak) geriye
dogru kurumaya neden olan fungal patojenler arastirilmistir. Bu amacla konukgu
bitkilerin hastalikli kabuk dokusundan izolasyon yapilmis ve Phomopsis spp. elde
edilmistir. Badem, incir ve nardan izole edilen Phomopsis spp.’nin sadece alfa sporu
saptanirken, armuttan izole edilen Phomopsis sp.’in hem alfa hem beta sporu
olugturdugu belirlenmistir. Phomopsis spp.’nin patojenisite testleri orijinal
konukgularina ait fidanlarda (Deveci armudu, Nurlu bademi, Hicaz nar1 ve Sar1 Lop
incir ¢esidi) yapilmig ve etmenin bu fidanlarda geriye dogru kurumaya neden oldugu
tespit edilmistir (Celiker vd., 2009).

Bazi meyve agaglarinda solgunluk, dal kurumasi, doku 6liimii, zamklanma ve geriye
dogru oOliime neden olan Botryosphaeriaceae familyasi icerisindeki hastalik
etmenlerinin tiirlerini ve yayginlik oranlarimi saptamak icin 2014-2016 yillan
arasinda Adana, Mersin, Osmaniye ve Hatay illerinde, badem, seftali, erik ve kayisi
ile elma agaclarinda toplam 360 farkli meyve bahgesinde siirvey yapilmistir.
Adana’da badem bahgelerinde hastaligin yaygimlhiginin %22 (32 bahgeden 7’sinde),
Osmaniye ilinde %44 (9 bahgeden 4’iinde), Hatay’da %50 (4 bahgeden 2’sinde)
oldugu belirlenmistir. Bu izolatlarin morfolojik, kiiltiirel karakterleri ve molekiiler
analizleri sonucunda 6 farkh tir (Diplodia seriata, Lasiodiplodia theoromae,
Lasiodiplodia pseudotheobromae, Neofusicoccum parvum, Neofusicoccum

vitifusiforme, Fusicoccum aesculi) tespit edilmistir. Patojenisite testi sonucunda en



virulent izolatlar D. seriata ve L. pseudotheobromae tirlerinde saptanmistir.
Bademde ise sadece D. seriata ve N. parvum tespit edilmistir (Kayim, 2016). Bu
calisma Tiirkiye’de bademde Botryosphaeriaceae’e ait tiirlerin saptandigi ilk
caligmadir.

Adana’ da kapama bahgelerde badem agaclarinda, 2015-2016 yillar1 arasinda
Botryosphaeriaceae’nin yaygmliginin saptanmasi, etmenin tanilanmasi ve uygun
miicadele stratejilerinin gelistirilmesi amaciyla yiiriitiilen bir ¢aligmada, toplam 30
badem bahgesi i¢in hastaligin yayginlig1 %26,6 olarak saptanmustir. Siirvey yapilan
30 bahgeden 8’inde Botryosphaeria cinsine ait iki tiir olan; Neofusicoccum parvum

ve Diplodia seriata etmenleri saptanmistir (Kaymaz, 2017).

Bu ¢alismada ele alinacak bazi fungal etmenlerin yer aldigi Botryosphaeriaceae
familyas: tiirleri son yillarda bolgemizde sert kabuklu meyve agaglarindan cevizde
de saptanmistir. Aydin Ili’nin Kuyucak, Bozdogan, Sultanhisar ve Efeler
ilgelerindeki ceviz agaclarindan 2017 yilinda hastalikli 6rnekler alinmis ve bu
orneklerden 40 izolat elde edilmistir. Bunlardan 10 patojen izolat morfolojik
yapilarinin mikroskobik incelenmesinin yanisira ITS bolgesi ve elongation faktor 1-
alpha genlerinin dizi analizi ile molekiiler olarak da tanilanmistir. Bu izolatlar, gen
bankasindaki  veriler = dikkate almarak BLAST analizi  sonrasinda
Botryosphaeriaceae lyesi Neofusicoccum parvum (7 adet), Neofusicoccum
mediterraneum (2 adet) ve Botryosphaeria dothidae (1 adet) olarak tanilanmustir
(Yildiz vd., 2018).

Hatay ilinin Iskenderun ilcesinde May1s 2018’de 5 ceviz bahgesinde (cv. Chandler)
yapilan incelemelerde, ceviz agaclarinda genel bir gelisme geriligi, yapraklarda
sararma seklinde belirtiler gozlenmistir. Ayrica agaglarin govde kisimlarinda
sulanma, kahverengi akinti, kabugun disa dogru kabarmasi, sigillesme seklinde
lezyonlar kaydedilmis ve enfeksiyonun siddetine gore agaclarin gdvde kabuk
dokusunda giderek koyulasma ve bu alanlarda sakizlanma oldugu da belirlenmistir.
Hastalik belirtilerinin goriildiigii ceviz agaclarmin govde kesitlerinden yapilan
izolasyonlar sonucunda 10 fungal izolat elde edilmistir. Izolatlarin morfolojik ve
molekiiler karekterizasyonu (ITS1/ITS4, TUB2 (B-2a ve B-2b) gen bolgelerine 6zgii
spesifik primerler kullanilarak) sonrasi izolatin Botryosphaeria dothidea oldugu
belirlenmistir. B. dothidea’a karsi fluazinam, thiophanate-methyl, boscalid +
pyraclostrobin, trifloxystrobin, kresoxim-methyl ve tebuconazole gibi 6 farkli
fungisitin farkli konsantrasyonlariin in vitro’da antifungal etkileri belirlenmistir.
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Calisma sonunda elde edilen EC50 degerlerine gore hastalik etmenine karsi en etkili
fungisit fluazinam (0.002 pg/ml) olarak kaydedilmis olup, bu fungisiti thiophanate-
methyl (0.275 pg/ml), tebuconazole (0.994 ng/ml), boscalid + pyraclostrobin (3.993
pg/ml) ve trifloxystrobin (4.262 pg/ml) izlemistir (Kurt vd., 2020).

Bes farkli kitadan 36 konukeu bitkiden 45°1 Kaliforniya badem agaclarindan olmak
iizere toplam 132 izolatin tiir ve simiflandirilmasi yapilmistir. Referans tip izolatlar
ile 132 izolat 6 gen lokusu agisindan (ribozomal RNA tekrarlanan gen dizileri, ITS,
EF-1a, gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz, 1s1 sok proteini, histon-3 ve B-tubulin)
karsilastirilarak tiirler belirlenmistir. Bu ¢calisma sonunda badem agacglarinda 7 farkli
patojen tiir saptanmistir. Bu tiirlerden Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum
parvum, Neofusicoccum mediterraneum, Neofusicoccum nonquaesitum, Diplodia
seriata ve Macrophomina phaseolina badem agaglarinin govdelerinde serit seklinde
govde kanserine, B. dothidea, N. mediterraneum, N. parvum ve Dothiorella
sarmentorum’un ise aga¢ taclarinda 6liime neden oldugu belirtilmistir. Bu patojen
tiirlerin hepsinin bah¢ede yapay inokiilasyon sonucu badem agaglarinin dallarinda
nekroz ve kanser olusturdugu da bildirilmistir (Inderbitzin vd., 2010).

Ispanya’nin Mallorca adasindaki birka¢ bahcede badem agaglarinda ani Sliimler
gbzlenmistir. Agustos 2008 ile Haziran 2010 arasinda Mallorca adasindaki Llevant
bolgesinde badem agaglarindan &rnekler alinmistir. izolasyon calismalari sonrasi
yapilan morfolojik ve dizi analizine dayali molekiiler caligmalar sonrasi
Botryosphaeriaeriaceae’e ait 5 tiir (Botryosphaeria dothidea, Diplodia olivarum, D.
seriata, Neofusicoccum australe ve N. parvum), Eutypa lata, Phaeoacremonium
iranianum ve Phomopsis amygdali tirleri saptanmistir. Bu ¢alismada,
Neofusicoccum parvum baskin tiir olarak ortaya ¢ikmig, bunu E. lata, D. olivarum
ve Neofusicoccum australe izlemistir. Bu c¢alismada D. olivarum ve Pm.
iranianum’un bademde hastalik olusturdugu ilk kez bildirilmistir. Ayrica
Collophora hispanica sp. nov. ve Phaeoacremonium amygdalinum sp. nov. olarak
iki yeni tiir tanilanmistir (Gramaje vd., 2012). Mallorca adasinda, 2009-2014
yillarinda 31 badem bahgesinde yapilan siirveylerde, 45 Botryosphaeriaceae izolati
elde edilmistir. Bu izolatlarin fenotipik ve molekiiler ¢alismalar1 sonucu Diplodia
olivarum, D. seriata, N. luteum, N. mediterraneum ve N. parvum tespit edilmistir.
Bu tiirlerin bademde kanser ve geriye dogru 6liime neden oldugu ve iki yilda da
Neofusicoccum sp’ nin Diplodia sp.’ye gore daha viriilent oldugu belirtilmistir
(Olmo vd., 2016).
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ABD Kaliforniya'da Botryosphaeriaceae familyasina ait tiirlerin ve Diaporthe
tirlerinin  Ingiliz cevizinde (Juglans regia) yaygin olarak goriildiigii
belirtilmektedir. Cevizlerdeki belirtiler; sap ve siirgiinlerde kanserler, ince siirgiin,
yaprak ve meyve yanikligi ve nekrotik yaprak lezyonlaridir. Kaliforniya’da 13 ilde
ceviz bahgelerinden 159 izolat toplanmis ve ITS, translation elongation faktor 1-
alfa ve B-tubulin gen bolgelerinin sekans analizi ve kiiltiir ve konidilerin morfolojik
ozellikleriyle birlikte, Botryosphaeriaceae’e ait 10 tiir ve Diaporthe'e ait 2 tiiriin
varligr belirlenmistir. Bu tiirler Botryosphaeria dothidea, Diplodia mutila, D.
seriata,  Dothiorella  iberica, Lasiodiplodia citricola,  Neofusicoccum
mediterraneum, N. nonquaesitum, N. parvum, N. vitifusiforme, Neoscytalidium
dimidiatum, Diaporthe neotheicola ve Diaporthe rhusicola’dir. Ug Ingiliz ceviz
¢esidi ('Chandler', 'Tulare' ve 'Vina') patojenisite testine alinmis ve bu tiirlerin
hepsinin test edilen tiim ¢esitlerde patojen oldugu belirlenmistir. L. citricola ve N.
parvum'un en patojenik tiirler oldugu, bunu N. mediterraneum, N. dimidiatum ve B.
dothidea’nm izledigi belirlenmistir. Chandler, Tulare ve Vina'dan enfeksiyona daha
tolerant bulunmustur (Chen vd., 2014).

Portekiz’de iki ana badem iiretim alaninda 9 bahgede yapilan siirveylerde kanser
veya geriye dogru 6liim belirtisi gosteren badem agaglarinin dallarindan 6rnekler
almmustir. Ayrica diger Prunus konukgularindan da izolatlar caligmaya dahil edilmis
ve Mikrosatellit PCR (MSP-PCR) profilleri, ITS rDNA (ITS1-5.8S-ITS2)
bolgesine gore yapilan filogenetik c¢alisma yapilmistir. Morfolojik, kiiltiirel,
molekiiler ve patojenik veriler sonucunda 3 tiir tespit edilmistir. Bunlardan
Phomopsis amygdali nin bademde ana patojen oldugu, Diaporthe neotheicola’nin
bademde ilk kez tespit edildigini, ligiincii tiirlin ise bir izolat oldugu ve tam olarak
tanilanamadigi belirtilmistir (Diogo vd., 2010).

Macaristan’da 2014 Nisan’da Erd’de NARIC Meyvecilik Arastirma Enstitiisii’niin
meyve ¢esit koleksiyon bahgesinde ve Macaristan’in diger lokasyonlarinda
(Bolcske, Pecs) badem agacglarinda tomurcuk nekrozlari ve siirgiinlerde siddetli
geriye Ollimler gozlenmistir. Tomurcuklarin etrafinda kahverengi, batik, uzamis
nekrotik lezyonlar saptanmigtir. Hastalikli alanin iist kismi etmen tarafindan
kusatildig1 zaman siirgiinlerde 6liim tespit edilmistir. Hastalikli tomurcuklardan
gelisen yeni siirglinler genellikle solmus ve Olmiistiir. Ancak meyve c¢iiriikliigi
gbzlenmemistir. Etmen PDA’da piknit olusturmus ve piknitlerde bir hiicreli, seffaf,
fusoid alfa konidiler olusmus ancak B konidiler ne kiiltiirde ne de siirgiinlerde
olusmamustir. Molekiiler tanilama, ITS5/NL4 primerleri kullamlarak yapilan PCR
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testlerinde, bademden elde edilen Phomopsis amygdali sekanslariyla %100
benzerlik gostermis ve morfolojik ve molekiiler tanimalara gore Diaporthe
amygdali (Delacroix) Udayanga, PW Crous & KD Hyde (anamorph: P.
amygdali (Delacr.) J.J. Tuset & M.T. Portilla) olarak tanimlanmistir. Fungusun
eseyli devresi gdzlenmemistir (Varjas vd., 2017).

Uruguay'da, elma, armut ve seftali bahgelerinde hastalik belirtisi gdsteren siirgiin ve
dallardan 6rnekler alinmis ve Diaporthe izolatlart elde edilmistir. Yedi Diaporthe
spp. izolati, ITS ve translation elongation faktdr 1-alfa genine (EF1-a) gore
tanimlanmustir. Tanilanan tiirler; Diaporthe amygdali, D. foeniculina, D. infecunda,
D. eres, D. terebinthifolii, D. oxe ve D. phaseolorum’dur. Ayrica iki izolat
Diaporthe sp.1 ve Diaporthe sp.4 herhangi bir tlir olarak tanimlanamamustir.
Uruguay’da seftalide D. oxe yeni kayit olarak belirtilirken, Diaporthe infecunda, D.
eres, D. terebinthifolii, D. phaseolorum ve D. oxe armutta ve D. foeniculina elmada
yeni kayit olarak belirtilmektedir. Diaporthe eres ve D. phaseolorum, elma ve
seftali agaclarindaki yaygin dagilimi ve viriilensligi nedeniyle en biylk riski
olusturan en tehlikeli tiirler olarak saptanirken, armut agaglari seftali ve elma
agaclarina gore daha az duyarli oldugu icin bu tiirler daha az belirti olusturmustur
(Sessa vd., 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Mugla ili Datga ilgesinden, 2018 ve 2019 yillarinda alinan hastalikli badem siirgiin
ve meyve Ornekleri, calismanin ana materyalini olusturmaktadir. Ayrica patojenisite
testleri icin Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri
Boliimiine ait badem koleksiyon bahgesinden elde edilen saglikli Nurlu badem
cesidine ait siirgiinler ile taze badem meyveleri ¢alismada canli bitkisel materyal
olarak kullanilmustir.

Hastalikli badem dallarindan elde edilen Botryosphaeriaceae familyasina ve
Diaporthe spp.’ye ait izolatlar ¢aligmanin fungal materyalini olusturmustur.
Calismada patojen izolatlarin molekiiler yoOntemlerle tanilanmasi i¢in bu
izolatlardan elde edilen genomik DNA’lar, TDNA’a 6zgii Internal Transcribed
Spacer (ITS) bolgesini, translation elongation factor 1-o (TEF-1a)) genini ve -
tubulin (BT) genlerini ¢ogaltan 6zgiin primer ¢iftleri (ITS1/ITS4, White et al., 1990;
EF1-728F / EF1-986R (Carbone et al., 1999; T1b/pt2b (Glass ve Donaldson, 1995)
materyal olarak kullanilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Orneklerin Toplanmasi

2018 yili Agustos ve 2019 Mayis aylarinda Dat¢a flge Tarim Miidiirliigii niin
Onerileri ve yardimlariyla Cumali, Yaka, Sindi, Yazikoy, Hizirsah, Mesudiye,
Karakoy ve Merkez olmak iizere toplam 8 kdydeki (Sekil 3.1) 25 kapama badem
bahgesinden hastalikls siirgiin ve meyve &rnekleri alimmustir (Sekil 3.2). Orneklerin,

hangi badem ¢esidinden alindig1, 6rnegin alindig1 yerin konumu kaydedilmistir.
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Sekil 3.1. Datga ilgesinde silirvey ¢alismasinin yapildigi kdyler.
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Sekil 3.2. Datga ilgesinde 2018 yil1 Agustos ayinda 6rnek alinan hastalikli agaglar
(a, b) ve hastalikl1 bitki 6rnegi (c).

3.2.2. izolasyon ¢ahsmas

Datca ilgesinde 3.2.1’de belirtilen koylerdeki kapama badem bahgelerinden
hastalikli 6rnekler alinarak laboratuvara getirilmistir. Getirilen her bir 6érnekten
izolasyon yapilmak tizere hastalikli ve saglikli kisimlari igerecek sekilde steril bir
bisturi yardimiyla kiicliik doku parcalari alinmistir. Alinan bu pargalar, %2’lik
sodyum hipoklorit igerisinde 1-2 dakika bekletilmis, steril saf suda durulanarak
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kurutulmak iizere steril kurutma kagitlarma alinmistir. Kuruyan parcgalar Patates
Dekstroz Agar (PDA) besi ortami f{izerine 5 adet parca igerecek sekilde
yerlestirilmistir. Ekimi yapilmis olan petriler 24-25 °C’de inkiibatorde gelisime
birakilmustir. inkiibasyon sonunda besiyerinde gelisen izolatlardan safkiiltiirler elde
etmek icin, Botryosphaeriaceae ve Diaporthe spp.’nin karakteristik gelisim
oOzelliklerini gosteren kiiltiirlerin en geng¢ kisimlarindan alian hif pargasi yeni bir
PDA’a aktarilmig ve petriler 25 £2° C’de 7 giin gelistirilmistir (Chen vd., 2014).

Botryosphaeriaceae ve Diaporthe spp.’e ait izolatlarin tek hif ucu kiiltiirlerini elde
etmek icin, ince dokiilmiis Su Agar (SA) besiyerinin ortasina izolatlarin 3 mm
capindaki diskleri inokiile edilmis ve petriler 25 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Bu siire sonunda gelisen kiiltiirlere ait hif uglar1 151k mikroskopunda
10 x objektif altinda 6ze yardimiyla alinmis ve PDA besiyerine inokule edilmistir.
Elde edilen tek hif ucu kiiltiirlerinin stok kiiltiirleri, egik PDA besi ortami bulunan
test tiiplerinde aktarilarak 4° C’de ve steril kurutma kagitlarina alinarak -20°C’de
stoklanmugtir.

3.2.3. Patojenisite Testleri ve Viriilensliklerin Belirlenmesi
3.2.3.1. Siirgiin testleri

Badem agaglarindan elde edilen Botryosphaeriaceae ve Diaporthe spp. izolatlariin
patojenisite calismasinda Aydin Adnan Menderes Universitesi, Bahge Bitkileri
Boliimiine ait badem koleksiyon bahgesinden elde edilen saglikli Nurlu badem
cesidine ait agaglardan 23 cm uzunlugunda kesilmis bir yillik saglikli yesil siirgiinler
kullanilmigtir. Siirglinler, %1°lik NaOCl ile dezenfekte edildikten sonra, steril saf
suda durulanmistir. Siirglinler kurutma kagitlar1 iizerinde kurutulduktan sonra,
siirglinlerin iist kesik uglar1 su kaybmi onlemek igin parafilm ile sarilmigtir.
Stirgliniin diger alt ucu igerisinde nemlendirilmis steril perlit bulunan plastik
saksilarin igerisine yerlestirilmistir. Her bir siirglinlin orta kismina steril bistiiri
yardimiyla “’+°” seklinde yara agilmis ve PDA’da 3 giin gelistirilmis olan izolatlara
ait tek hif ucu kiiltiiriinin en geng¢ kisimlarindan alinan 3 mm c¢apindaki agar
diskinin misel igeren kismi yarayla temas edecek sekilde kapatilmig (Sekil 3.3) ve
kontaminasyonu engellemek i¢in yara yeri parafilm ile sarilmistir. Kontrol olarak
alian siirgiinler ise steril PDA diski ile aynmi sekilde inokule edilmis ve yara yeri
parafilm ile kapatilmistir. Inokule edilen siirgiinlerin {izeri, ici nemlendirilmis temiz

poset ile kapatilmis ve nem kaybimi Onlemek igin posetin uglart plastik lastik
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icerisine alinmistir. Inokule edilen siirgiinler 24+2° C'deki iklim odasinda 14 saat
aydinlik / 10 saat karanlik periyodunda 13-16 giin birakilmig ve bu siirenin sonunda
stirgiin kabugu kaldirilarak lezyon uzunluklar dijital kumpas yardimiyla 6lgiilerek
kaydedilmistir (Kayim, 2016; Yildiz vd., 2018). Daha sonra hastalikli kisimlardan
reizolasyon ¢aligmasi yapilmis ve elde edilen reizolatlar stok kiiltiir i¢in i¢inde egik
PDA besi ortami bulunan test tiiplere aktarilarak 4°C’de ve steril kurutma
kagitlarima alinarak asagida belirtilen yontemler ile tanilama caligmalari igin -
20°C’de stoklanmustir.

Patojenisite ¢aligmalar1 her izolat i¢in 4 tekerriirlii olarak ve her tekerriirde bir
stirgiin olacak sekilde Tesadiif Parselleri Deneme Desenine gore yiiriitiilmiis ve elde
edilen veriler Jump 13.0 istatistik progranmu ile analiz edilerek degerlendirilmistir.

Sekil 3.3. Nurlu badem c¢esidine ait siirgiinlere inokulasyon (a, b), iklim odasina
yerlestirilmig siirgiinler (c).
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3.2.3.2. Koparilmis meyve testleri

Yesil badem meyveleri %2°1lik NaOCl ile dezenfekte edildikten sonra, steril saf suda
durulanmigtir. Meyveler steril kurutma kagitlar tizerinde kurutulduktan sonra, i¢
kismi %70’lik alkol ile dezenfekte edilmis ve igerisine steril kurutma kagitlari ve
dezenfekte edilmis tel 1zgara yerlestirilmis plastik kutular igerisine 4’er adet badem
meyvesi yerlestirilmistir. Meyveler {izerine steril bisturi yardimi ile ’+” seklinde
yara acilmig (Sekil 3.4.a) ve PDA’da 3 giin gelistirilmis olan kiiltiiriin en geng
kisimlarindan alinan 3 mm capindaki agar diski misel iceren kismi yara {izerine
gelecek sekilde yerlestirilmistir (Sekil 3.4.b). Yeterli nemi saglamak igin kurutma
kagitlart 8 ml steril saf su ile nemlendirilmis, kutularin kapaklar1 kapatilmistir.
Kontrol olarak birakilan meyvelere steril PDA diski ile ayn1 islem yapilmistir.
Inokule edilen meyveler 25°C’deki inkiibatore kaldirlmistir. Degerlendirme,
inokulasyondan 8 giin sonra tarafimizdan olusturulan 0-4 skalasma (0 = gozle
goriiliir belirti yok, 1 = Meyve yiizeyinin %25“inden daha az gozle goriiliir belirti
,2= %25-%50“inde, 3= %50-%75“inde, 4=%75%100’tinde belirti) gore yapilmustir.

Patojenisite ¢alismalar1 her izolat i¢in 4 tekerriirlii olarak ve her tekerriirde bir
meyve olacak sekilde Tesadiif Parselleri Deneme Desenine gore yliriitiilmiis ve elde

edilen veriler Jump 13.0 istatistik programu ile analiz edilerek degerlendirilmistir.
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Sekil 3.4. Badem meyvesi lizerine yara acilmasi (a), yara lizerine fungal disk
yerlestirme (b).

3.2.4. Patojen izolatlarin Tanilanmasi
3.2.4.1. Molekiiler tanilama

Botryosphaeriaceae familyasina ait tiirler ve Diaporthe spp.’nin tanilanmasi igin
Chen vd. (2014) tarafindan belirtilen yontemden yararlanilmistir. Bu amagcla
izolatlara ait Internal Transcribed Spacer (ITS) bolgesi, translation elongation factor
1-o (TEF-1a) geni ve S-tubulin (BT) genleri materyalde belirtilen primer ¢iftleri ile
cogaltilarak elde edilen PCR firiinlerinin baz dizileri belirlenmistir. Daha sonra
saptanan diziler gen bankasi verileri dikkate alinarak tanilanmusgtir.
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3.2.4.1.1. DNA ekstraksiyonu

PCR calismalarinda kullanilan genomik DNA, Cenis (1992)’de belirtilen DNA
ekstraksiyon yonteminden yararlanilarak elde edilmistir. Bu amagla patojen oldugu
saptanan tek hif izolatlarinin PDA’daki 24-48 saatlik kiiltiirlerinden her izolat igin
2> ser adet 2 mm’lik fungal disk, Czapek-Dox sivi besiyerine (2 ml) inokule
edilmistir. Tipler igerisindeki diskler, 2-3 giin oda sicakliginda (25 °C) galkalama
kiiltiir seklinde gelistirilmis ve gelisen misel, steril kurutma kagitlarinda suyu
almarak, 1,5 ml’lik ependorf tiiplere aktarilmis ve DNA ekstraksiyonu igin —
20°C’de saklanmustir.

DNA ekstraksiyonu i¢in, her tiipe 300 pl ekstraksiyon tamponu (200 mM Tris-HCI
[pH 8,5] 250mM NaCl, 25 mM EDTA ve %1 sodium dodecyl sulfate) konularak 5
dakika homojenizatdrde par¢alanmistir. Daha sonra tiipler 65°C’de 30 dak tutularak
liziz saglandiktan sonra her tiipe 150 ul 3M’lik sodium acetate (pH 5,2) eklenmis
ve 10 dk -20°C’de bekletilmistir. Tiipler 14.500 rpm’de 5 dk. santrifiij edildikten
sonra iist sivi yeni bir tiipe aktarilip, DNA’1 ¢oktiirmek amaciyla iizerine esit
miktarda soguk (-20°C) isopropanol ilave edilmistir. Daha sonra 14.500 rpm’de 20
dk. santrifiij edilerek pellet %70’lik etanol ile yikanmus, tiipler steril kurutma
kagitlar lizerine ters g¢evrilerek steril kabin i¢inde 20 dk kurumaya birakilmistir.
Daha sonra her tiipe 100 ml TioE; tamponu [10mM Tris-Cl (pH 8.0 ) + ImM
EDTA) ilave edilerek DNA ¢6ziilmiis ve -20°C’de saklanmisgtir.

3.2.4.1.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR testleri, 40 ul’ lik hacim iginde, 1 x PCR buffer [SOmM KCI, 20mM Tris-HCl
(pH 8.4)], 2mM MgCl2, 200 uM deoxynucleoside triphosphates (dNTPs), 2 uM
primer, 0.5 unit taq polymerase (Fermentas) ve 4 ul kalip DNA 6rnegi] kullanilarak
Adnan Menderes Universitesi Tarimsal Biyoteknoloji ve Gida Giivenligi Uygulama
ve Arastirma Merkezi (TARBIYOMER)’nde bulunan BIO-RAD C1000 TOUCH
96 Well PCR Thermal cycler’da gerceklestirilmistir. Bu amagla her izolata ait
Internal Transcribed Spacer (ITS) bolgesi igin ITS-1/ITS-4, translation elongation
factor 1-a (TEF-1a) geni i¢cin EF1-728F / EF1-986R ve S-tubulin (BT) geni i¢in
T1b/pt2b primer ¢iftleri kullanilmigtir. PCR kogullar her primer ¢ifti i¢in literatiirde
belirtilen baglanma sicaklik derecesinde olmak iizere 94°C’de 3 dakikada baslangig
¢evrimi, daha sonra 94°C’del0 sn, baglanma 15 sn, uzama 72°C’de 15 sn olmak
iizere 35 c¢evrim ve son olarak da 72°C’de 5 dakikada 1 ¢evrim yapilarak
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yiriitilmiigtiir. Elde edilen PCR iiriinleri %1- 1,5 agaroz jelde (30 dk, 45 V)
yiiriitiildiikten sonra Gelred (Biotium) igeren soliisyonda (1/10.000) 15-20 dk
boyanarak UV transilliminatér yardimi ile bantlar goriintiilenmis ve
fotograflanmstir.

3.2.4.1.3. Blast ve filogenetik analiz

Her izolata 6zgii PCR iiriinleri, Hollanda’da bulunan Macrogen Europe firmasina
gonderilerek baz dizileri belirlenmistir. Baz dizileri belirlenen her 6rnege ait sekans
dosyalar1 (ab1) Applied Biosystems (Sequencing Analysis Software v5.1) bilgisayar
programinda degerlendirilmis ve sekans kalite degerleri (QV) saptanmistir. Kalite
degerleri (>%10) dikkate alinarak programda belirtilen esik degere uygun baz
dizileri se¢ilmis ve Gen Bankasi (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) veri tabaninda
BLAST analizi ile benzerlik indeksleri dikkate alinarak tiir tanilamas1 yapilmustir.

3.2.4.2. Morfolojik tamilama

Morfolojik karekterlerini kullanarak Botryosphaeriaceae ve Diaporthe tiirlerini
tanilamak icin, 3 farkli gen bdlgesi dikkate alimarak BLAST analizleri ile
tanimlanan izolat sayisina bagli olarak her bir tiire ait 4 temsilci izolat segilecegi
beyan edilmisse de bazi tiirlerde daha az sayida izolat elde edildigi i¢in bu tiirlerde
mevcut izolatlarin hepsi, kiiltiirel ve konidilerin 6zelliklerini incelemek igin
almmustir. Herbir izolat i¢in 3 mm c¢apinda agar diski alinarak, igerisinde %2’lik
PDA bulunan 9 cm capindaki petrinin merkezine inokule edilmistir. Bu kiiltiirler
25°C’de karanlikta gelistirilerek en hizli gelisen izolat petriyi kaplayincaya kadar
koloni dlgtimleri (2 6lgiim) yapilmis ve kaydedilmistir. Kolonilerin renk, havai
miselyum olusumu gibi morfolojik 6zellikleri belirlenmistir. Deneme, 4 tekerriirlii

olarak kurulmustur.

Secilen temsilci izolatlarin konidi morfolojilerini incelemek i¢in ¢am ibrelerinde
piknit olusumu tesvik edilmis ve daha sonra olgunlasan piknitlerdeki konidiler 151k
mikroskopunda incelenerek kaydedilmistir. Bu amagla, %2’lik Su Agar (SA)
hazirlanmis ve SA igeren petrilere 120°C’de 2 kez otoklav edilmis ¢am ibreleri
yerlestirilmistir. Daha sonra bu petrilerdeki ibreler iizerine Botryosphaeriaceae
izolatlarinin inokulasyonu yapilmis ve petriler 25+2 °C’de 30-40 giin inkubasyona
birakilmistir (Phillips vd., 2013). Konidi igeren piknitler lam {izerinde steril saf suda
parcalanarak 151k mikroskopunda 40x objektif altinda her izolata ait 50 konidinin


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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uzunlugu, genisligi dlgiilerek kaydedilmistir. Ayrica konidi sekli, rengi ve bolme
olup olmadig1 da belirlenmistir (Chen vd., 2014). Diaporthe spp. icin koloni
iizerinde olusan piknidin rengi ve sekli, alfa ve beta konidilerinin varligi da
kaydedilmistir (Mostert vd., 2001).
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Orneklerinin Toplanmasi ve izolasyon

Mugla ili Datga il¢esinde 2018 yilt Agustos ve 2019 yili Mayis ayinda, 8 kdyde 25
badem bahgesinde kuruma ve geriye dogru oliim belirtisi gosteren agaglardan
siirglin 6rnekleri alinmistir. Yapilan izolasyonlarda petrilerde gelisen koloniler
saflastirilmis ve morfolojik tanilama sonunda Botryosphaeriaceae ve Diaporthe
spp.’e benzeyen toplam 78 izolat elde edilmistir. Elde edilen izolatlardan 36
tanesinin (%46) Botryosphaeriaceae’e ait, 42 izolatin (%54) Diaporthe spp. oldugu
goriilmiigtiir. Botryosphaeriaceae izolatlar1 en fazla Cumali, Yazikdy ve
Yakakoy’den elde edilirken, Diaporthe spp. izolatlar1 en fazla Yakakdy, Sindi,
Yazikdy, Cumali ve Hizirsah kdylerinden elde edilmistir. Mesudiye, Merkez ve
Karakdy’den ise sadece Botryosphaeriaceae izolatlari elde edilmistir. Orneklerin
alimdig1 badem cesitlerinin Datga’ya 6zgii Nurlu badem ve Akbadem c¢esitleri
oldugu goriilmektedir. Merkezdeki bir badem bahgesinin iireticisi bulunamadigi i¢in
¢esidi belirlenememistir (Cizelge 4.1).

Ulkemizde Isparta Ili’nde badem agaclarinda fungal hastaliklarin belirlenmesi
amaciyla 2007-2008 yillarinda yapilan siirveylerde, Polystigma ochraceum,
Wilsonomyces carpophilus ve Phellinus tuberculosus tespit edilmistir. Bu hastalik
etmenlerinden P. ochraceum’un bulunma oraninin en yiiksek oldugu ve bunu, P.
tuberculosus ve W.carpophilus’un takip ettigi kaydedilmistir (Kurbetli ve
Hancioglu, 2008). Datga il¢esinde badem bahgelerinde yaptigimiz ¢alismada bazi
agaclarda yapraklarda Et Lekesi Hastaligi (Polystigma ochraceum) ve Yaprak
Delen Hastalig1 (Wilsonomyces carpophilus) goriilmiis olmakla beraber ¢aligmanin
konusu olmamas1 nedeniyle 6rnek alinmamistir. Adana ili badem bahgelerinde
2015-2016 yillar1 arasinda topla 30 bahgede siirvey calismasi yapilmis ve 8
bahgeden Botryosphaeria cinsine ait patojenler saflastirilmis ve Adana igin
hastaligin yayginlik orani1 %26,6 olarak saptanmistir (Kaymaz, 2017).

Tim izolatlarin tek hif ucu kiltiirleri elde edilmis ve sonraki c¢alismalarda
kullanilmak iizere steril kurutma kagitlarina alinarak -20°C’de stoklanmigtir.
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Cizelge 4.1. Datca ilgesi’nde 2018 ve 2019 yillarinda hastalikli badem 6rneklerinin
alindig1 kdyler, 6rnek alinan bahge sayilari, 6rnek alinan badem
cesitleri ve elde edilen izolat sayilart

Koy Ornek alinan | Badem Elde edilen izolatlarin familya ve cins
bahce sayis1 cesitleri diizeyinde tanilanmasi

Yazikoy 4 Akbadem 7 Botryosphaeriaceae, 6 Diaporthe spp.

Yaka koy | 5 Nurlu badem, | 6 Botryosphaeriaceae, 15 Diaporthe spp.
Akbadem

Cumali 5 Nurlu badem, | 8 Botryosphaeriaceae, 6 Diaporthe spp.
Akbadem

Sindi 4 Akbadem 2 Botryosphaeriaceae, 8 Diaporthe spp.

Hizirsah 2 Akbadem, 3 Botryosphaeriaceae, 6 Diaporthe spp.
Nurlu badem

Mesudiye | 2 Nurlu badem | 4 Botryosphaeriaceae

Merkez 1 - 3 Botryosphaeriaceae

Karakoy 2 Akbadem 3 Botryosphaeriaceae

TOPLAM | 25 36 Botryosphaeriaceae, 42 Diaporthe spp.

4.2, Patojenisite ve Viriilensliklerin Belirlenmesi

Elde edilen 78 izolatin patojenisite ¢aligmalari Nurlu ¢esidine ait saglikli badem
siirgiinlerinde ve meyvelerinde “’Materyal ve Yontem’ bolimiinde sirasiyla
3.2.3.1. ve 3.2.3.2.°de belirtildigi sekilde yapilmistir. Patojenisite g¢aligsmalari
sonucunda 36 Botryosphaeriaceae izolati siirglinde patojen olarak belirlenmistir.
Badem siirgiin ve meyvelerine Botryosphaeriaceae izolatlar1 inokule edildikten
sonra silirgiin ve meyvelerde kahverengi nekrotik leke ve bazi izolatlarda
yumugamalar gozlenmis ve lezyonun zamanla tiim yiizeye yayildigi dikkati
cekmistir (Sekil 4.1). Baz1 Botryosphaeriaceae izolatlar1 ise siirgiinde halkal
nekrotik lezyonlara neden olmustur.
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Sekil 4.1. BYz2/2 no’lu Botryosphaeriaceae izolatinin elde edildigi hastalikli siirgiin
gorilintlisii (solda), siirgiinde inokulasyonundan 13 giin sonraki belirti
(ortada), meyvede inokulasyondan 5 giin sonraki belirtiler (sagda) (K:
kontrol).

36 adet Botryosphaeriaceae izolatinin badem siirgiin ve meyvelerindeki patojenisite
testleri sonucunda elde edilen viriilens degerlerine ait ortalamalar Cizelge 4.2°de
verilmistir. Yapilan istatistiki degerlendirmeye gore siirgiinde, BM1/1b ve
BBadem-4 izolatlarinin hastalik olusturma yeteneginin en yiiksek oldugu, bunu
BYz2/2, BMsl/la, BYz3/4c ve BMsl/1b izolatlarmin takip ettigi, BYz2/1a,
BMs2/1 ve BYa2/2a izolatlarinin orta derecede viriilent oldugu goriilmektedir. 23
adet Botryosphaeriaceae izolatinin (BH1/2b, BYal/3b, BC3/4b, BH1/1b, BC3/1b,
BBEK-5, BS4/2c, BC3/3a, BYa2/5b, BS1/4a, BBadem-5, BYa5/4 M.K, BYa2/4a,
BMs1/2b, BYz1/4, BM1/4a, BC1/1a, BC1/4b, BC1/2a, BYz4/3a, BC2/2, BH1/3c,
BBadem-3) ise viriillensinin diisiik oldugu belirlenmistir. Meyvede yapilan
patojenisite testinde ise, BBadem-4, BYz2/2, BMsl/la, BYz3/4c ve BMsl/1b
izolatlarinin siirgiin testinde oldugu gibi viriilensi yiiksek bulunurken, siirgiinde
viriilensi diisiik olan BYa2/5b ve BYz4/3a izolatlarinin meyvede viiriilensi yiiksek
bulunmustur. Siirgiinde viriilensi diisiik bulunan BMs1/2b, BYz1/4, BCl/l1a,
BC1/4b, BC1/2a, BC2/2, BH1/3c izolatlar1 ise meyvede hastalik olusturmamustir.
Botryosphaeriaceae’e ait izolatlar ile yapilan her iki patojenisite testinin
karsilastirilmas1 amaciyla yapilan korelasyon analizinde 1°=0,60 olarak pozitif bir

iliski bulunmustur.
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Cizelge 4.2. Botryosphaeriaceae’e ait izolatlarin izole edildigi badem ¢esitleri ve
badem siirgiin ve meyvesindeki viriilensliklerine ait ortalama degerleri

izolat No izolatin Siirgiin lezyon boyu | Meyve ciiriikliik
alindigi cesit (mm)* skala**
BM1/1b - 188,24 A 1,75 EF
BBadem-4 - 187,05 A 4,00 A
BYz2/2 Akbadem 143,27 B 3,50 AB
BMsl/1a Nurlu badem 136,49 BC 4,00 A
BYz3/4c Akbadem 131,74 BC 4,00 A
BMsl1/1b Nurlu badem 129,82 BCD 4,00 A
BYz2/1a Akbadem 112,27 CDE 3,00 BC
BMs2/1 Nurlu badem 100,10 DE 4,00 A
BYa2/2a Nurlu badem 93,94 EF 3,25 AB
BYz2/1c Akbadem 67,35 FG 3,00 BC
BYz3/4d Akbadem 57,56 G 4,00 A
BYal/3a Akbadem 42,50 GH 0,75 GH
BC3/1a Sirabadem 23,37 HI 1,00 FG
BH1/2b Nurlu badem 12,42 1 0,75 GH
BYal/3b Akbadem 12,07 1 2,00 DE
BC3/4b Sirabadem 11,40 I 1,00 FG
BHI1/1b Nurlu badem 10,69 1 2,00 DE
BC3/1b Sirabadem 10,43 1 2,75 BCD
BBEK-5 - 10,15 1 1,00 FG
BS4/2¢ Akbadem 9,74 1 1,00 FG
BC3/3a Sirabadem 9,18 1 1,00 FG
BYa2/5b Nurlu badem 9,02 1 4,00 A
BS1/4a Akbadem 8,43 1 1,00 FG
BBadem-5 - 8,40 1 3,25 AB
BYa5/4 M.K Nurlu badem 8,20 1 2,25 CDE
BYa2/4a Nurlu badem 7,98 1 1,00 FG
BMs1/2b Nurlu badem 7,98 1 0,00 H
BYz1/4 Akbadem 7,82 1 0,00 H
BM1/4a - 7,79 1 1,00 FG
BCl/1a Akbadem 7,51 1 0,00 H
BC1/4b Akbadem 7,26 1 0,00 H
BC1/2a Akbadem 6,96 1 0,00 H
BYz4/3a Akbadem 6,70 1 4,00 A
BC2/2 Akbadem 6,69 1 0,00 H
BH1/3c Nurlu badem 6,18 1 0,00 H
BBadem-3 - 5,51 1 1,50 EFG
Korelasyon r? 0,60

*Lezyon uzunluklarina ait dért tekerriir ortalamasidir. Ayni siitiinda ayn1 harflerle ifade edilen

rakamlar arasinda istatistiki olarak fark yoktur. Tek yénlit ANOVA LSD testi (P<0.0001)
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## Skala degerlerine ait dort tekerriir ortalamasidir. Aym siitiinda ayn1 harflerle ifade edilen
rakamlar arasinda istatistiki olarak fark yoktur. Tek yénlit ANOVA LSD testi (P<0.0001)

42 Diaporthe spp. izolatindan 40 izolat hem siirgin hem de koparilmis meyve
denemelerine alinmis ve izolatlarin hepsi patojen olarak belirlenmistir. Diaporthe
spp. izolatlarinin inokulasyonlar1 sonrasinda siirgiinlerde nekrotik lezyonlarin
olustugu gorilmiistiir. Ayrica meyvelerde renk degisikligi ve inokulasyon
noktasindan meyve ¢ekirdegine dogru bir oyuk olusturdugu ve bunun sertlestigi de
belirlenmistir (Sekil 4.2). Cin’de Yangshan’da seftalide siirgiin yanikliginin
etiyolojisini agiklamak amaciyla yapilan bir ¢aligmada, 2014-2015 yillar1 arasinda
3 seftali bahgesinden 4 kez 6rnek alinmis, halkali ve halkasiz nekrotik lezyon olmak
iizere 2 tip siirgiin yanikligr belirtisi gozlenmistir. Konidi morfoljisi, kiiltiirel
ozellikleri ve 3 fakli gen bdlgesinin (ITS, translation elongation factor 1-a ve S-
tubulin ) niikleotid dizi analizi sonrasi izolatlar, Phomopsis amygdali ve
Botryosphaeria dothidea olarak tanilanmistir. Arastiricilar dikkati ¢ekecek derecede
bircok P. amygdali izolatinin siirgiinde halkasiz nekrotik lezyonlar olustururken,
bircok B. dothidea izolatinin da halkali nekrotik lezyonlar olusturdugunu
belirtmiglerdir (Tian vd., 2018). Badem siirgiinlerinde yapilan patojenisite
calismasinda da benzer sekilde Diaporthe spp. izolatlarinin halka olusturmadan
nekrotik lezyon olustururken, bazi Botryosphaeriaceae izolatlarmin siirgiinlerde

halkali nekrotik lezyon olusturdugu gozlenmistir.

Sekil 4.2. PYz1/3 no’lu Diaporthe spp. izolatinin elde edildigi hastalikli siirgiin
goriintiisii (solda), siirgiinde inokulasyondan 16 giin sonraki belirtisi
(ortada), meyvede inokulasyondan 8 giin sonraki belirtisi (sagda) (K:
kontrol) .
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40 adet Diaporthe spp. izolatinin badem siirgiin ve meyvelerinde patojenisite testleri
yapilmig ve elde edilen virlilens degerlerine ait ortalamalar Cizelge 4.3’de
verilmistir. Badem siirgiinlerinde yapilan patojenisite ¢alismasi sonucunda saptanan
verilere uygulanan istatistiki degerlendirmeye gore, viriilensi en yiiksek izolatlarin
PH2/2 ve PYa2/2c MK oldugu, bunu PYz4/4, PS 4/2a, PYa2/5d, PYa2/4b, PYa2/3
izolatlarinin izledigi belirlenmistir. Viriilensi en diisiik izolatlarn ise, PYz1/3 ve
PH2/4a oldugu gorilmiistiir. Tiim izolatlarin meyvede hastalik olusturdugu ve PYa
2/5d’nin badem meyvesinde en viriilent izolat oldugu belirlenmistir. Her iki testin
kargilagtirilmas1 amaciyla yapilan korelasyon analizinde r’=-0,004 olarak
belirlenmis ve iki test arasinda higbir iligki saptanmamustir.



ortalama degerleri

Cizelge 4.3. Diaporthe spp.’e ait izolatlarin izole edildigi badem cesitleri ve badem siirgiin ve meyvesindeki viriilensliklerine ait

izolat No Izolatin alindig cesit Siirgiin lezyon boyu (mm)* Meyve ciiriikliik skala**
PH 2/2 Nurlu badem 73,80 A 1,25 CDE
PYa 2/2c MK Akbadem 59,95 AB 1,25 CDE
PYz 4/4 Akbadem 49,83 BC 1,50 BCDE
PS 4/2a Akbadem 49,00 BCD 1,25 CDE
PYa2/5d Nurlu badem 46,69 BCDE 4,00 A
PYa 2/4b Nurlu badem 44,80 BCDEF 1,25 CDE
PYa 2/3 Nurlu badem 43,38 BCDEFG 1,00 DE
PYz3/2 Akbadem 38,09 CDEFGH 1,00 DE
PYz 1/1 Akbadem 37,56 CDEFGH 1,00 DE
PYa 3/4 Nurlu badem 37,48 CDEFGH 1,75 BCD
PC 1/2b Akbadem 37,44 CDEFGH 1,50 BCDE
PC 1/4a Akbadem 37,42 CDEFGH 1,25 CDE
PH 1/3a Nurlu badem 37,10 CDEFGH 1,25 CDE
PYa 2/4cM.K Nurlu badem 37,00 CDEFGH 1,00 DE
PH2/1b Nurlu badem 36,85 CDEFGH 1,25 CDE
PYa4/2 Nurlu badem 36,51 CDEFGH 1,50 BCDE
PH2/1a Nurlu badem 36,22 CDEFGH 1,00 DE
PC4/2a Nurlu badem 35,19 CDEFGH 1,25 CDE
PYa5/2 Nurlu badem 35,14 CDEFGH 1,00 DE
PYa5/3 Nurlu badem 34,24 CDEFGH 1,50 BCDE
PC 1/3b Akbadem 33,77 CDEFGH 2,25 B
PYa 2/2b M.K Nurlu badem 33,64 CDEFGH 1,50 BCDE
PC4/4 Nurlu badem 32,45 CDEFGH 2,00 BC
PYz 3/4a Akbadem 32,10 CDEFGH 1,75 BCD
PYa2/5¢c Nurlu badem 31,64 CDEFGH 1,50 BCDE
PH 1/1a Nurlu badem 30,43 DEFGH 1,25 CDE

6¢
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Cizelge 4.3. Diaporthe spp.’e ait izolatlarin izole edildigi badem cesitleri ve badem siirgiin ve meyvesindeki viriilensliklerine ait
ortalama degerleri (devemt)

izolat No Izolatin ahndig cesit Siirgiin lezyon boyu (mm)* Meyve ciiriikliik skala**
PS 1/3a Akbadem 29,50 EFGH 1,50 BCDE
PYa3/3 Nurlu badem 29,19 EFGH 1,50 BCDE
PS 1/1 Akbadem 28,92 EFGH 1,50 BCDE
PC2/4 Akbadem 28,74 EFGH 1,00 DE

PS 4/2 Akbadem 28,51 EFGH 1,50 BCDE
PYa 1/4a Akbadem 28,09 EFGH 1,25 CDE
PYa4/3 Nurlu badem 28,08 EFGH 0,75 E

PYz 4/2a Akbadem 27,35 FGH 1,00 DE
PYa 2/5a Nurlu badem 25,08 GH 1,75 BCD
PS1/3b Akbadem 24,87 GH 1,75 BCD
PS 4/2b Akbadem 24,25 GH 1,50 BCDE
PYz 1/3 Akbadem 22,36 H 1,50 BCDE
PH 2/4a Nurlu badem 21,98 H 2,00 BC
PS3 Akbadem - 1,00 DE
Korelasyon 12 -0,004

*Lezyon uzunluklarina ait dort tekerriir ortalamasidir. Ayni siitinda ayn1 harflerle ifade edilen rakamlar arasinda istatistiki olarak fark yoktur. Tek yonlii

ANOVA LSD testi (P=0,0007)

#* Skala degerlerine ait dort tekerriir ortalamasidir. Ayn siitiinda ayn1 harflerle ifade edilen rakamlar arasinda istatistiki olarak fark yoktur. Tek yénliit ANOVA

LSD testi (P<0.0001)
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Patojenisite denemesine alinan Diaporthe spp. ve Botryosphaeriaceae izolatlart
viriilenslikleri agisindan karsilastirildiginda, Botryosphaeriaceae izolatlarinin
viriilenslikleri inokulasyondan 13 giin sonra degerlendirilirken, Diaporthe spp.
izolatlart 16 giin sonra degerlendirilmistir. Ayrica bazi Botryosphaeriaceae
izolatlarinin viriilensliklerinin, Diaporthe spp. izolatlarminkinden daha yiiksek
oldugu da goriilmektedir (Cizelge 4.2. ve Cizelge 4.3). Cin’de seftali siirgiinlerinde
yanikliga neden oldugu belirtilen P. amygdali ve B. dothidea izolatiyla yapilan
calismada, temsilci 3’er izolat ile ¢alisilmis ve 3 B. dothidea izolatinin, P. amygdali
izolatlarindan daha uzun lezyonlar olusturdugu bildirilmistir (Tian vd., 2018).

4.3. izolatlarin Tamilanmasi
4.3.1. Molekiiler Tanllama
4.3.1.1. DNA ekstraksiyonu

Botryosphaeriaceae’e ait 36 tek hif ucu izolatinin ve 40 Diaporthe spp. izolatinin
DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Picodrop spektrofotometrede yapilan olgiimler
sonrast izolatlarin DNA miktarlar1 Cizelge 4.4’de verilmistir. Cizelge 4.4.
incelendiginde, Botryosphaeriaceae’e ait izolatlarin DNA miktarlarinin 8,8-1224,1
ng/ul, Diaporthe spp. izolatinin ise 2,2-117,9 ng/ul arasinda degistigi
goriilmektedir. BH1/2b, PC4/4 ve PYz1/3 no’lu izolatlardan yapilan ekstraksiyon
sonucunda DNA saptanamamustir (Cizelge 4.4).

Cenis (1992)’ e gore yapilan DNA ekstraksiyon caligmalarinda, Picodrop
spektrofotometrede elde edilen 260 ve 280 nm dalga boyundaki degerlerin orani
incelendiginde, verilerin bilyliik ¢ogunlugunun 1,8-2,2 arasinda oldugu ve ideal
kalitede oldugu soylenebilir. Baz1 izolatlarin ise bu degerlerin disinda oldugu

goriilmiistiir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. 2018-2019 yillarina ait DNA  ekstraksiyonu yapilan
Botryosphaeriaceae ve Diaporthe spp.’e ait izolatlarin
Picodrop’da 260nm’de saptanan DNA miktarlar
No izolat No DNA Aze0280 | No izolat No DNA A260/280
(ng/pl) (ng/pl)

1 BC 1/1a 149 1,487 40 PYa2/2b 16,3 0,575
2 BCl1/2a 16,3 3,814 41 PYa2/3b 27,7 0,801
3 BC1/4b 589,7 1,746 42 PYa2/4c 53,5 1,125
4 BC2/2 875,8 0,878 43 PYa2/4b 37,7 1,015
5 BC3/1a 1111,6 1,489 44 PYa2/5a 50,6 1,181
6 BC3/1b 204,8 1,891 45 PYa2/5c 50,6 1,141
7 BC3/3a 12241 1,861 46 PYa2/5d 35,3 0,983
8 BC3/4b 590,7 1,902 47 PYa3/3 34,7 1,003
9 BYz1/4 28,8 0,949 48 PYa3/4 11,3 0,538
10 BYz2/1a 2149 1,787 49 PYa4/2b 28,8 0,969
11 BYz2/1c 156,2 1,8 50 PYa4/3 23,2 0,779
12 BYZ2/2 63.9 1,485 51 PYa5/2 13,4 0,585
13 BYz3/4c 367,2 1,833 52 PYa5/3 12,9 0,579
14 BYz3/4d 8,8 2,344 53 PS1/1 13,4 0,609
15 BYz4/3a 1114,8 1,448 54 PS1/3a 244 0,892
16 BYal/3a 21,1 3,654 55 PS1/3b 21,2 0,752
17 BYal/3b 27,1 1,739 56 PS4/2 68,1 1,326
18 BYa2/2a 115,5 1,754 57 PS4/2a 59,8 1,24
19 BYa2/4a 16,8 2,408 58 PS4/2b 41,4 1,168
20 BYa2/5b 11,1 2,964 59 PH1/1a 6,2 0,355
21 BYa5/4 MK | 207,8 1,811 60 PH1/3a 10,1 0,598
22 BMsl/1a 756,3 1,813 61 PH2/1a 33,4 1,051
23 BMsl1/1b 25,3 1,99 62 PH2/1b 36,2 2,41
24 BMs1/2b 57,6 1,632 63 PH2/2 36,8 1,555
25 BMs2/1 484.4 1,837 64 PH2/4a 17,1 0,867
26 BHI1/1b 12,7 2,202 65 PC1/2b 38,9 1,495
27 BH1/2b - - 66 PC1/3b 49,5 1,535
28 BH1/3c 61,8 1,442 67 PCl1/4a 2,2 0,339
29 BS1/4a 137,9 1,522 68 PC2/4 9,6 1,167
30 BS4/2¢ 55 1,884 69 PC4/2a 117,9 1,874
31 BM1/1b 195,8 1,804 70 PC4/4 -9.3 1,665
32 BM1/4a 73,1 1,846 71 PYz1/1 4,9 83,47
33 BBadem-3 470,3 1,689 72 PYz1/3 -10,0 3,715
34 BBadem-4 48,5 1,734 73 PYz3/2 19,2 1,618
35 BBadem-5 64,3 1,721 74 PYz3/4a 14,5 4,855
36 BBEK-5 643,7 1,764 75 PYz4/2a 60,7 2,299
37 PYal/4a 54,7 1,142 76 PYz4/4 7,8 2,212
38 PYa2/2c 74,3 1,29 77 PKarl 98,8 1,972
39 PS3 21,0 1,508 78 PS4 6,2 0,819
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4.3.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

2018-2019 yillarina ait toplam 35 Botryosphaeriaceae ve 38 Phomopsis spp.
izolatimin ITS1/ITS4, EF278/EF986 ve T 1b/Bt2b primer ciftleri ile yapilan PCR testi
sonrast izolatlarin ¢ogunun {iriin olusturdugu goriilmiistiir. PCR testleri sonrasi
cogaltilan genlere ait DNA bantlar sirastyla Sekil 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8°de

verilmistir,

7 8 9 10 11 12 13 14

500 bp

500 bp

Sekil 4.3. Ustte ve altta ITS1/ITS4 primerleri ile cogaltilan Botryosphaeriaceae izolatlarina
ait PCR friinlerinin %1,5 agaroz jel elektroforezde GelRed ile boyandiktan
sonraki goriiniimii (Ustte: 1-Molekiiler agirlik isaretleyicisi oklar 500 bp’ini
gostermektedir. 3-BC1/4b, 4-BC2/2, 5-BC3/1a, 6-BC3/1b, 7-BC3/3a, 8-BC3/4b,
12-BYz4/3a, 13-BYal/3a, 14-BYal/3b, Altta: 1- Molekiiler agirlik isaretleyicisi
oklar 500 bp’ini gostermektedir. 2-BYa2/5b, 3-BYa5/4, 7-BH1/1, 8-BS1/4a, 9-
BM1/1b, 10-BM1/4a, 11-BBadem3, 13-BBadem5, 14-BBEK-5 izolatlarindan
elde edilen PCR bantlar1 goriilmektedir).
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4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Sekil 4.4. Ustte ve altta ITS1/ITS4 primerleri ile cogaltilan Diaporthe spp. izolatlarma ait

PCR iiriinlerinin %1,5 agaroz jel elektroforezde GelRed ile boyandiktan sonraki
goriinimii  (Ustte  1-Molekiiler agirlik isaretleyicisi oklar 500 bp’ini
gostermektedir. 3-PYa2/2¢, 4-PYa2/2b, 6-PYa2/4a, 7-PYa2/4b, 9-PYa2/5¢c, 10-
PYa2/5d, 11-PYa3/3, 12-PYa3/4, 13-PYa4/2b, 14-PYa4/3, Altta: 1- Molekiiler
agirlik isaretleyicisi oklar 500 bp’ini gostermektedir. 2-PYa5/2, 3-PYa5/3, 4-
PS1/1, 5-PS1/3a, 6-PS1/3b, 7-PS4/2, 8-PS4/2a, 10-PH1/1a, 11-PH1/3a, 12-
PH2/1a, 13-PH2/1b, 14-PH2/2 izolatlarindan elde edilen bantlar goriilmektedir).
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7 8 9 10 11 12 13 14

500bp —

500 bp

Sekil 4.5. Ustte ve altta EF278/EF986 primerleri ile ¢ogaltilan Botryosphaeriaceae
izolatlarina ait PCR driinlerinin, %1,5 agaroz jel elektroforezde GelRed ile
boyandiktan sonraki gériiniimii (Ustte 1-Molekiiler agirlik isaretleyicisi oklar
500 bp’ini gostermektedir. 2-BC1/2a, 3-BC1/4b, 4-BC2/2, 5-BC3/1a, 6-
BC3/1b, 7-BC3/3a, 8-BC3/4b, 10-BYz2/1a, 11-BYz2/1c,12-BYz4/3a, 13-
PYal/3a, 14-PYal/3b, Altta: 1- Molekiiler agirlik igaretleyicisi oklar 500 bp’ini
gostermektedir. 2-BYa2/5b, 3-BYa5/4, 5-BMsl1/1b, 6-BMs2/1,7-BH1/1, 8-
BS1/4a, 9-BM1/1b, 10-BM1/4a, 11-BBadem3, 13-BBadem5, 14-BBEK-5

izolatlarindan elde edilen bantlar goriilmektedir).
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7 8 9 10 11 12 13 14

500 bp

500 bp

Sekil 4.6. Ustte ve altta EF278/EF986 primerleri ile ¢ogaltilan Diaporthe spp. izolatlarina
ait PCR iiriinlerinin, %1,5 agaroz jel elektroforezde GelRed ile boyandiktan
sonraki goriiniimii (Ustte 1-Molekiiler agirlik isaretleyicisi oklar 500 bp’ini
gostermektedir. 2-PYal/4a, 3-PYa2/2c, 4-PYa2/2b, 6-PYa2/4a, 7-PYa2/4b, 8-
PYa2/5a, 9-PYa2/5c, 11-PYa3/3, 12-PYa3/4, 13-PYa4/2b, 14-PYad/3, Altta: 1-
Molekiiler agirlik isaretleyicisi oklar 500 bp’ini géstermektedir. 2-PYa5/2, 3-
PYa5/3, 4-PS1/1, 5-PS1/3a, 6-PS1/3b, 7-PS4/2, 8-PS4/2a, 9-PS4/2b, 10-PH1/1a,
11-PH1/3a, 12-PH2/1a, 13-PH2/1b, 14-PH2/2 izolatlarindan elde edilen bantlar
goriilmektedir).
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7 8 9 10 11 12 13 14

Sekil 4.7. Ustte ve altta T1b/pt2b primerleri ile gogaltilan Botryosphaeriaceae izolatlarina
ait PCR iiriinlerinin, %1,5 agaroz jel elektroforezde GelRed ile boyandiktan
sonraki goriiniimii (Ustte 1-Molekiiler agirlik isaretleyicisi oklar 630-650 bp’ini
gostermektedir. 3-BC1/4b, 4-BC2/2, 5-BC3/1a, 6-BC3/1b, 7-BC3/3a, 8-BC3/4b,
12-BYz4/3a, 13-BYal/3a, 14-PYal/3b, Altta: 1- Molekiiler agirlik isaretleyicisi
oklar 500 bp’ini gostermektedir. 3-BYa5/4, 5-BMs1/1b, 6-BMs2/1, 7-BH1/1, 8-
BS1/4a, 9-BM1/1b, 10-BM1/4a, 11-BBadem3, 13-BBadem5 izolatlarindan elde

edilen bantlar goriilmektedir).
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7 8 9 10 11 12 13 14

500 bp

Sekil 4.8. Ustte ve altta T1/pt2b primerleri ile cogaltilan Diaporthe spp. izolatlarina ait PCR
iriinlerinin, %1,5 agaroz jel elektroforezde GelRed ile boyandiktan sonraki
goriiniimii  (Ustte 1-Molekiiler agirlik isaretleyicisi oklar 630-650 bp’ini
gostermektedir. 2-PYal/4a, 3-PYa2/2c, 4-PYa2/2b, 6-PYa2/4a, 7-PYa2/4b, 8-
PYa2/5a, 9-PYa2/5c, 10-PYa2/5d, 11-PYa3/3, 12-PYa3/4, 13-PYa4/2b, 14-
PYa4/3, Altta: 1- Molekiiler agirlik isaretleyicisi oklar 630-650 bp’ini
gostermektedir. 2-PYa5/2, 3-PYa5/3, 4-PS1/1, 5-PS1/3a, 6-PS1/3b, 7-PS4/2, 8-
PS4/2a, 9-PS4/2b, 10-PH1/1a, 11-PH1/3a, 12-PH2/1a, 14-PH2/2 izolatlarindan

elde edilen bantlar goriilmektedir).

Molekiiler c¢aligmalarda DNA ekstraksiyonu sonrasit [TS1/4, T1b/Pt2b ve
EF278/EF986 primer ciftleri ile yiiriitiilen PCR testlerinde bazi izolatlardan PCR
iriinii elde edilememistir. Bunlardan BYz1/4, BMsl/la, PYa2/3b no’lu
izolatlarindan her 3 primer ¢ifti ile hicbir {iriin elde edilememistir. [ITS1/4 primerleri
ile yapilan PCR caligsmalarinda BC1/2a, PYal/4a, PYa2/5c, PYa4/2b izolatlarindan
bant elde edilememistir. T1b/Bt2b primer ¢iftleri ile yapilan PCR testlerinde ise
BC1/2a, BYal/3a, BYa2/5b, PH2/1b izolatlarindan bant elde edilememistir.
Elongation faktor EF278/EF986 primer ciftleri ile yapilan PCR testlerinde PYa2/3b
izolatindan bant elde edilememistir. PCR {irlinlerini igeren PCR tiipleri, dizileme
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amaciyla Macrogen (Hollanda) firmasina gonderilmis ve elde edilen dizilere ait abl
uzantili dosyalar Sequencing Analysis Software v5.1 (Applied Biosystems)’de
degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak 14 Botryosphaeriaceae ve 38 Diaporthe spp.
izolatimin ITS, elongation faktdr ve beta tubilin genlerine ait baz dizileri esas
almarak gen bankas1 verileri ile karsilastirma yapilmis ve BLAST analizi ile tiirler
molekiiler olarak saptanmustir.

4.3.1.3. BLAST Analizi

Molekiiler caligsmalar sonunda 14 Botryosphaeriaceae izolatina ait PCR iiriinlerinin
dizilenmesi sonras1 Gen Bankas1 veri tabanindan yararlanilarak yapilan BLAST
analizi sonuclar1 Cizelge 4.5.’de verilmistir. Buna gore 14 izolattan 5’inin %99-100
max. benzerlikle Neofusicoccum mediterraneum, 4 izolatin %100 benzerlikle
Fusicoccum aesculi (Telemorph: Botryosphaeria dothidea) , 4 izolatin %98,9-100
benzerlikle Dothiorella iberica (Telemorph: Botryosphaeria iberica), 1 izolatinda
%100 benzerlikle Dothiorella sarmentorum (Telemorph: Botryosphaeria

sarmentorum) oldugu saptanmistir.

Tanilanan tiirlere ait izolatlarin viriilenslikleri incelendiginde, oOzellikle N.
mediterraneum ve B. dothidea izolatlarmin virlilensliklerinin yiiksek oldugu, D.
iberica olarak tanimlanan izolatlardan birinin viriilensi yiiksek olmakla beraber
diger 3 izolatin ¢ok diisiik oldugu, D. sarmentorum’a ait bir izolatin da viriilensinin

cok diistik oldugu (Cizelge 2.2) goriilmektedir.



n
S

Cizelge 4.5. 2018-2019 yillarina ait patojen 14 Botryosphaeriaceae izolatinin Internal Transcribed Spacer (ITS), Translation Elongation Factor

(TEF-1 a), B tubulin gen bolgelerinin 6zgiin primer ¢iftleri ile ¢cogaltilmasi sonrasi elde edilen PCR f{iriinlerine ait baz dizilerinin gen
bankasinda (NCBI) yapilan BLAST analiz sonuglar1

izolat No ITS1/ITS4 Max. Benzerlik (%) | EF278/EF986 Max. Benzerlik | T1/Bt2b Max. Benzerlik | Taksonomik sonu¢
BYz2/1a 99,8 99,6 100,0 Neofusicoccum mediterraneum
BYz2/1c 99,8 100.00 100,0 N. mediterraneum
BYz2/2 99,8 99,5 100,0 N. mediterraneum
BYz3/4c 99,8 99.00 100,0 N. mediterraneum
BYz3/4d 100,0 100,0 100,0 N. mediterraneum
BYal/3b 100,0 100,0 100,0 Botryosphaeria dothidea
BYa2/2a 100,0 100,0 100,0 B. dothidea

BMs1/1b 100,0 100,0 100,0 B. dothidea

BMs2/1 100,0 100,0 100,0 B. dothidea

BH1/3c 100,0 100,0 100,0 Dothiorella.sarmentorum
BS4/2¢ 100,0 100,0 100,0 Dothiorella iberica
BBadem-3 100,0 100,0 100,0 D. iberica

BBadem-4 100,0 100,0 99,1 D. iberica

BBadem-5 100,0 100,0 98,9 D. iberica
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Ulkemizde Hatay ve Osmaniye illerinde badem agaglarinda geriye dogru 6liim,
govde ve dallarda o6lii dokular, zamklanma ve sakizlama belirtilerine
Botryosphaeriaceae familyasi igerisinde yer alan Neofusicoccum parvum ve
Diplodia seriata’nin neden oldugu ilk kez Kayim (2015) tarafindan ortaya
konmustur. Tanilamalar etmenlerin kiiltiirel, morfolojik ve molekiiler
karakterizasyonuna gore yapilmistir. Daha sonra Adana Ili’nde 30 badem
bahgesinde Botryosphaeriaceae familyasina ait etmenleri tanilamak, Adana Ili ve
ilgelerindeki bahgelerde hastalik ve yayginlik oranlarimi belirlenmek amacryla
2015-2016 yillar1 arasinda yiiriitilen ¢aligmada, 3 Neofusicoccum parvum ve 9
Diplodia seriata patojen izolat1 elde edilmistir. Her iki tiire ait toplam 12 izolatin
ITS ve B-tubulin gen dizileri elde edilmis ve BLASTn analizi ile gen bankasindaki
diger tiirlerle karsilagtirildiginda, %100 niikleotid dizi homojenitesi gdstermistir
(Kaymaz, 2017). Calismamizda ise N. parvum ve D. seriata elde edilmemis ve N.
mediterraneum, B. dothidea, D. iberica ve D. sarmentorum olmak {izere 4 tiir tespit
edilmistir. Nitekim, Inderbitzin vd. (2010), 5 farkli kitadan, 12 tilkeden, 36 konuk¢u
bitkiden 45’1 Kaliforniya’dan badem agaglarindan olmak {izere toplam 132 izolatin
molekiiler yontemlerle tiir ve siniflandirmasini yapmis ve c¢aligma sonunda B.
dothidea, N. mediterraneum, N. parvum ve Dothiorella sarmentorum’un badem
agac taglarinda 6liime neden oldugunu belirtmistir. Bu tirlerden B. dothidea, N.

mediterraneum ve D. sarmentorum bulgularimiz ile ortiismektedir.

Ispanya’nin Mallorca adasindaki badem agaclarindaki kurumalarmn nedenini tespit
etmek amaciyla yapilan morfolojik ve dizi analizine dayali molekiiler ¢aligmalar
sonrast Botryosphaeriaeriaceae’e ait B. dothidea, Diplodia olivarum, Diplodia
seriata, Neofusicoccum australe ve N. parvum saptanmistir. Bu calismada, N.
parvum baskin tlir olarak ortaya ¢ikmustir (Gramaje vd., 2012). Arastiricilar,
Mallorca adasinda 2009-2014 yillar1 arasinda yaptiklar1 = siirveylerde 45
Botryosphaeriaceae izolati toplamis ve izolatlarin fenotipik ve molekiiler
calismalari sonunda Diplodia olivarum, D. seriata, N. luteum, N. mediterraneum ve
N. parvum olmak iizere 5 tiir tespit etmiglerdir. Bu tiirlerden N. mediterraneum ve
N. luteum’un Ispanya’da bademde ilk kayit oldugu belirtilmektedir (Olmo vd.,
2016). ispanya’da Mallorca adasinda iki ayr1 ¢alismada farkli zamanlarda tespit
edilen B. dothidea ve N. mediterraneum calismalarimizin yiriitiildiigli Dat¢a’da
badem agaclarinda da tespit edilmistir.

38 Diaporthe spp. izolatina ait PCR firiinlerinin dizilenmesi sonras1 Gen Bankasi
veri tabanindan yararlanilarak yapilan BLAST analizi sonuglar1 Cizelge 4.6.’da
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verilmistir. Buna gore 38 izolattan 37 sinin %85,50-100 max. benzerlikle Diaporthe
amygdali oldugu belirlenmistir. Bir izolatin da CBS114015 no’lu referans D.
ambigua izolatmin ITS, TEF-1 o, f tubulin gen dizileri ile %100 benzerlik
gostererek Diaporthe ambigua oldugu ve bademdeki varhigi ilk kez ortaya
konmustur.  Diaporthe amygdali izolatlarmin viriilenslikleri incelendiginde
(Cizelge 4.3), N. mediterraneum ve B. dothidea izolatlarindan ¢ok daha diisiik
oldugu goriilmektedir.

Badem alanlarinda yapilan sinirli calismadan biri olan ve Mugla 1li Datga ilgesinde
yapilan c¢alismada badem agaclarinda siirgiin kurumalarina Phomopsis spp. ve
Cytospora sp’nin neden oldugu tespit edilmistir (Celiker ve Poyraz, 2007).
Aragtiricilar Ege Bolgesinde armut, badem, nar ve incirde geriye dogru 6liime neden
olan fungal patojenin de Phomopsis spp. oldugunu ve konukgularinda yapilan
patojenisite testlerinde etmenin fidanlarda geriye dogru kurumaya neden oldugunu
tespit etmistir (Celiker vd., 2009). Bu calismada tiir tanilamas1 yapilmamustir.

Portekiz’de iki ana badem tretim alaninda 9 bahgede yapilan siirveylerde kanser
veya geriye dogru 6liim belirtisi gdsteren badem agaglarindan elde edilen izolatlarin
morfolojik, kiiltiirel, molekiiler ve patojeninisite ¢alismalar1 sonucunda 3 tiir tespit
edilmistir. Bunlardan Phomopsis amygdali nin bademde ana tiir oldugu, Diaporthe
neotheicola’nin bademde ilk kez tespit edildigi, li¢ilincii tlirlin ise tam olarak
tanilanamadig belirtilmistir (Diogo vd., 2010).

Macaristan’da 2014 yilinda Meyvecilik Arastirma Enstitlisi’niin meyve gesit
koleksiyon bahgesinde ve Macaristan’in diger lokasyonlarindaki badem agaglarinda
tomurcuk nekrozlar1 ve siirgiinlerde siddetli geriye 6liimler gézlenmistir. Molekiiler

tanilama sonunda Diaporthe amygdali tespit edilmistir (Varjas, 2017).

Ispanya’nin Mallorca adasindaki birkag bahgede badem agaglarinda hastalikli bitki
orneklerinden elde edilen izolatlarin morfolojik ve molekiiler ¢aligmalar1 sonrasi
Botryosphaeriaeriaceae’e ait 5 tiiriin (Botryosphaeria dothidea, Diplodia olivarum,
D. seriata, Neofusicoccum australe ve N. parvum) yanisira Eutypa lata,
Phaeoacremonium iranianum ve Phomopsis amygdali tiirleri saptanmistir (Gramaje

vd., 2012).

Yukarida belirtilen tiim ¢alismalardan da goriilecegi gibi bademde Diaporthe cinsi

icerisindeki ana tiiriin Diaporthe amygdali oldugu ve bu sonuglarin ¢calismamiz ile
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de ortiistiigli goriilmektedir. Calismamizda tek bir izolat olarak elde ettigimiz
Diaporthe ambigua ise mevcut kaynaklar incelendiginde daha once bildirilmemis
olup, diinya i¢in de ilk kayit niteligi tagimaktadir.



N
N

Cizelge 4.6. 2018-2019 yillarina ait patojen 38 Diaporthe spp. izolatinin Internal Transcribed Spacer (ITS), Translation Elongation Factor (TEF-1

a), B tubulin gen bolgelerinin 6zgiin primer ¢iftleri ile cogaltilmasi sonrasi elde edilen PCR {iriinlerinin gen bankasinda (NCBI) yapilan

BLAST analiz sonuglart

izolat No ITS1/ITS4Max. Benzerlik (%) | EF278/EF986 Max. Benzerlik | T1/Bt2b Max. Benzerlik Taksonomik sonug¢
PYal/4a 90,4 100,0 100,0 Diaporthe amygdali
PYa2/2c 100,0 100,0 100,0 D. amygdali
PYa2/2b 100,0 100,0 100,0 D. amygdali
PYa2/4c 100,0 99,1 100,0 D. amygdali
PYa2/4b 100,0 100,0 100,0 D. amygdali
PYa2/5a 94,5 100,0 100,0 D. amygdali
PYa2/5c¢ 100,0 97,5 100,0 D. amygdali
PYa2/5d 99,8 99,6 100,0 D. amygdali
PYa3/3 100,0 96,3 100,0 D. amygdali
PYa3/4 100,0 100,0 100,0 D. amygdali
PYa2/4b 100,0 97,9 90,8 D. amygdali
PYad4/3 100,0 100,0 96,3 D. amygdali
PYa5/2 100,0 100,0 947 D. amygdali
PYa5/3 100,0 99,0 - D. amygdali
PS1/1 100,0 100,0 85,5 D. amygdali
PS1/3a 100,0 99,3 99,8 D. amygdali
PS1/3b 100,0 100,0 100,0 D. amygdali
PS4/2 99,8 99,2 100,0 D. amygdali
PS4/2a 100,0 99,3 100,0 D. amygdali
PS4/2b 100,0 100,0 100,0 D. amygdali
PH1/1a 100,0 99,2 100,0 D. amygdali
PH1/3a 99,2 95,6 100,0 D. amygdali
PH2/1a 100,0 98,6 99,8 D. amygdali
PH2/1b 99,2 100,0 100,0 D. amygdali




Cizelge 4.6. 2018-2019 yillarina ait patojen 38 Diaporthe spp. izolatinin Internal Transcribed Spacer (ITS), Translation Elongation Factor (TEF-1

a), B tubulin gen bolgelerinin 6zgiin primer g¢iftleri ile cogaltilmasi sonrasi elde edilen PCR iiriinlerinin gen bankasinda (NCBI) yapilan

BLAST analiz sonuglari (devami)

izolat No ITS1/ITS4Max. Benzerlik (%) | EF278/EF986 Max. Benzerlik | T1/Bt2b Max. Benzerlik Taksonomik sonug¢
PH2/2 99,8 100,0 100,0 D. amygdali
PH2/4a 100,0 99,3 100,0 D. amygdali
PC1/2b 99,7 98,6 86,0 D. amygdali
PC1/3b 99,8 99,3 88,0 D. amygdali
PC1/4a 100,0 99,2 - D. amygdali
PC2/4 91,8 98,9 - D. amygdali
PC4/2a 86,0 97,2 91,8 D. amygdali
PYz1/1 94,0 99,6 - D. amygdali
PYz3/2 100,0 100,0 - D. amygdali
PYz3/4a 100,0 98,2 100,0 D. amygdali
PYz4/2a 100,0 99,5 100,0 D. amygdali
PYz4/4 100,0 100,0 100,0 D. amygdali
PKarl 100,0 - 100,0 D. amygdali
PS3 100,0 98,6 - Diaporthe ambigua
PS4 100,0 100,0 100,0 D. amygdali

Sy
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4.3.2. Morfolojik Tamilama

Molekiiler olarak tanimlanan 14 Botryosphaeriaceae izolatinin Internal Transcribed
Spacer (ITS), Translation Elongation Factor (TEF-1 a), f tubulin gen bolgelerinin
Ozglin primer ¢iftleri ile ¢ogaltilmasi sonrasi elde edilen PCR iiriinlerinin gen
bankasinda yapilan BLAST analiz sonunda 5 adet N. mediterrraneum, 4 adet B.
dothidea, 4 adet D. iberica 1 adet D. sarmentorum olmak ilizere 4 ayn tiir
saptanmistir (Cizelge 4.5). Bu izolatlar1 morfolojik olarak tanilamak igin PDA
besiyerine inokule edilerek 25°C’de inkiibatorde gelistirilmis ve miseliyal gelisim
ile ilgili veriler Cizelge 4.7°de verilmistir. Bunlardan sadece BYal/3b izolat1 (B.
dothidea), inokulasyondan sonraki kontaminasyon nedeniyle 6l¢iilememistir.

Cizelge 4.7. Botryosphaeriaceae’e ait patojen 13 izolatin PDA’da inokulasyondan 3 giin

sonraki ortalama misliyal gelisimleri

izolat No Tiir Miseliyal gelisim (ort.)*
BYz2/1a Neofusicoccum mediterraneum | 58,25
BYz2/1c N. mediterraneum 63,13
BYz2/2 N. mediterraneum 59,13
BYz3/4c N. mediterraneum 80,13
BYz3/4d N. mediterraneum 70,75
BYal/3b Botryosphaeria dothidea -
BYa2/2a B. dothidea 73,00
BMsl/1b B. dothidea 54,33
BMs2/1 B. dothidea 66,63
BS4/2¢ Dothiorella iberica 74,00
BBadem-3 D.iberica 56,00
BBadem-4 D.iberica 74,63
BBadem-5 D. iberica 77,13
BH1/3c Dothiorella sarmentorum 84,75

*Dort tekerriir ortalamasidir.

Neofusicoccum mediterraneum (BYz2/1c, BYz2/2 ve BYz3/4d)’a ait kolonilerin
petrinin iist kismindaki renginin grimsi-koyu yesil oldugu goriilmiistiir. Havai
misellerinin mevcut oldugu ve etrafinda beyaz genis hale oldugu da kaydedilmistir.
Petrinin arka yiizeyinden kolonilere bakildiginda ise koyu yesil renkli oldugu
gozlenmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.9 solda ve sagda). BYz2/2 izolatina ait
piknitlerden elde edilen olgun konidiler mikroskopta incelendiginde ise ig seklinde,
bolmesiz ve seffaf oldugu gozlenmistir (Sekil 4.9 altta). Konidilerin ortalama
uzunlugu 20,96-24,27 um, genisligi ise 5,35-6,28 um arasinda degismistir (Cizelge
4.8, EK-5).
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Dothiorella iberica (BS4/2c, BBadem-3, BBadem-4 ve BBadem-5)’a ait izolatlarin
kolonilerine iistten bakildiginda koloni renginin agik gri-beyaz oldugu goriilmiistiir.
Bu izolatin havai misellerinin oldugu, koloninin u¢ kisimlarina dogru beyaz hale
oldugu goriilmistiir. Ayn1 izolatin petrinin arka yiizeyinde yesilimsi-kahverengi
renk olusturdugu gozlenmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.10 solda ve sagda). BBadem-4
izolatimin konidileri mikroskopta incelendiginde silindir seklinde, bolmeli, koyu
renkli oldugu ve u¢larinin yuvarlak oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.10 altta). BBadem-
5 (Dothiorella iberica) izolatinin PDA besiyerine inokulasyonundan 34 giin sonra
piknit olusumu Sekil 4.13 (sagda)’de goriilmektedir. Konidilerin ortalama uzunlugu
20,34-22,71um, genisligi ise 8,40-9,99 um arasinda degismistir (Cizelge 4.8, EK-
5).

Botryosphaeria dothidea (BYa2/2a, BMs1/1b ve BMs2/1) izolatlarinin koloni rengi
beyaz olmakla beraber merkezi kismi grimsi-kahverengi, petrinin arka ylizeyinde
merkezi kismin kahverengimsi oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.8, Sekil 4.11 solda
ve sagda). BMs2/1 izolatinin mikroskoptaki konidi goriintiilerinde ig seklinde
seffaf, bolmesiz sporlart gozlenmistir (Sekil 4.11altta). BMs1/1b (B. dothidea)
izolatinin PDA besiyerine inokulasyondan 34 giin sonra piknit olusumu Sekil 4.13
(solda)’de goriilmektedir. Konidilerin uzunlugu 15,82-20,36 um, genisligi ise 5,30-
5,93 um arasinda degismistir (Cizelge 4.8, EK-5). Bircok familyaya ait odunsu
bitkilerin B. dothidea’nin konukgulari arasinda oldugu belirtilmektedir. Bunlardan
bazilar1 bag, zeytin, kivi, limon, ceviz, mango, seftali ve bazi orman agaglaridir
(Phillips vd., 2013). Ulkemizde yapilan bazi ¢alismalarda B. dothidea nin varhig
ortaya konmustur. Toker Demiray ve Canihos (2011), Mersin’nin Silitke ilcesi
antepfistigi liretim alanlarinda salkim ve siirglinlerde kurumalara neden olan
etmenin Botryosphaeria dothidea oldugunu belirtmistir. Akgiil vd. (2014), Ankara,
Corum, Izmir ve Manisa bag alanlarindan elde ettikleri Botryosphaeriaceae
familyasina ait izolatlarin, morfolojilk ve molekiiler tanilamalar1 sonunda
Botryosphaeria dothidea, Diplodia seriata, Lasiodiplodia theobromae ve
Neofusicoccum parvum oldugunu saptamistir. Tiirkolmez ve ark (2016), Malatya’da
elma agaglariin govdelerinde kizilims1 kahverengi renkte ¢okiintiilere, siirglinlerin
etrafinda dairesel lekeler veya kabarciklar seklindeki lezyonlara ve kabuk
catlamalarma neden olan etmenin Botryosphaeria dothidea oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica Ege Bdolgesi’nin ana firiinlerinden biri olan zeytinde son
yillarda yapilan morfolojik ve molekiiler ¢aligmalar sonunda G&zellikle
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Botryosphaeria dothidea’nin meyve ¢iiriikliigline neden oldugu saptanmistir
(Koriikmez vd., 2019, Tabakli, 2019).

Dothiorella sarmentorum (BH1/3c)’un ise petride iistten koloni renginin yesilimsi-
gri, arka yiizeyinde koyu yesil renkli oldugu gozlenmistir. Havai miselleri
bulunmakta ve koloni uglarinda beyaz hale oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.8, Sekil
4.12 solda ve sagda). Mikroskopta konidilerin elips seklinde bdlmeli, koyu renkli
ve bolme kismindan bogumlu oldugu belirlenmistir (Sekil 4.12 altta). Tek bir izolata
ait konidilerin ortalama uzunlugu 20, 77 pm, genisligi ise 10,97 pm olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.8, EK-5).

Bademde molekiiler ve morfolojik olarak tanimladigimiz 4 Botryosphaeriaceae
tiirli igerisinde yer alan D. sarmentorum ve D. iberica ile ilgili olarak Phillips vd.
(2004) tarafindan yapilan calismada kahverengi ve bir bolmeli askosporlar
nedeniyle nadir bulunan Botryosphaeria sarmentorum ve Botryosphaeria iberica
tiirleri tantmlanmistir. ITS gen bolgesi ve EF1-a gen dizilerine dayali filogenetik
analizler sonucu bu tiirleri Fusicoccum anamorflari igerisine yerlestirmigler ancak
kahverengi, bir bolmeli konidilerin Fusicoccum ile uyusmadigini belirtmisler ve
farkli anamorfik cinsler oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alisma sonunda Diplodia
sarmentorum telemorfu olarak gosterilen Botryosphaeria sarmentorum kahverengi,
bir bolmeli konidileri ile Dothiorella’ya aktarilmig ve D. sarmentorum olarak

isimlendirilmistir.



49

Sekil 4.9. Neofusicoccum mediterraneum’a ait BYz2/1c, BYz2/2 ve BYz3/4d izolatlarinin
PDA ortaminda iistten (solda) ve alttan goriiniisii (sagda), BYz2/2 izolatinin ig
seklinde, bolmesiz ve seffaf pikniosporlar: (altta).
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Sekil 4.10. Dothiorella iberica’a ait BS4/2c, BBadem-3, BBadem-4 ve BBadem-5
izolatlarin PDA ortaminda istten (solda) ve alttan goriiniisii (sagda),
BBadem-4 izolatinin silindir seklinde, bolmeli, koyu renkli ve uglar1 yuvarlak
pikniosporlari (altta).
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Sekil 4.11. Botryosphaeria dothidea’a ait BYa2/2a, BMs1/1b ve BMs2/1 izolatlarinin PDA
ortaminda iistten (solda) ve alttan goriiniisii (sagda), BMs2/1 izolatinin ig seklinde

seffaf, bolmesiz, iki bolmeli pikniosporlari (allta).
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Sekil 4.12. Dothiorella sarmentorum’a ait BH1/3¢ izolatinin PDA ortaminda iistten (solda)
ve alttan goriiniisii (sagda), izolatin elips seklinde bélmeli, koyu renkli, bolme

kismindan bogumlu pikniosporu (altta).

Sekil 4.13. PDA besiyerine inokulasyondan 34 giin sonra Botryosphaeria dothidea
(BMsl1/1b) (solda), Botryosphaeria dothidea (BMsl/la) badem meyvesi
iizerinde (ortada), Dothiorella iberica (BBadem-5) (sagda) tiirlerine ait

piknitlerin goriiniisii.



Cizelge 4.8. Botryosphaeriaceae’e ait patojen 13 izolatin koloni morfolojileri ve mikroskobik 6zellikleri

var.

hale var.

Tiir izolat No Koloni morfoljisi *Konidi uzunlugu Konidi sekli, bolme olup
Ustte renk, havai misel, hale | Altta renk, hale x genisligi (um) olmadi@y, renk
BYz2/1a Grimsi-yesil, havai misel var, | Koyu yesil, hale yok. 22,63X5,77 Ig seklinde, bolmesiz,
hale yok. seffaf
BYz2/1c Grimsi-yesil, havai misel var, | Koyu yesil, hale yok. 22,97x5,56 Ig seklinde, bolmesiz,
S hale yok. §effaf
S BYz2/2 Koyu grimsi-koyu yesil, havai | Koyu yesil, hale var. 22,60x5,35 1g seklinde, bolmesiz,
S misel var,hale var. seffaf
§ BYz3/4c Koyu grimsi-koyu yesil, havai | Koyu yesil, hale var. 24,27X6,28 Ig seklinde, bolmesiz,
'~'§ misel var,hale var. §effaf
s BYz3/4d Koyu grimsi-koyu yesil, havai | Koyu yesil, hale var. 20,96x5,60 Ig seklinde, bolmesiz,
=z misel var,hale var. seffaf
BYa2/2a Beyaz, havai misel var, hale | Beyaz merkezde 19,00x5,32 Ig seklinde seffaf
yok. koyulagma, hale yok. bolmesiz
BMs1/1b Beyaz merkezden grilesme, | Beyaz merkezden 15,82X5,93 Limon seklinde seffaf
é havai misel var, hale yok. grilesme, hale yok. bolmesiz.
:§ BMs2/1 Beyaz merkezi grimsi- | Merkezi kisim 20,36x5,30 ig seklinde seffaf
= kahverengi,havai misel var, | kahverengimsi, hale bdlmesiz veya iki bolmeli
o hale yok. yok.
D. sarmentorum BH1/3c Yesilimsi-gri, havai misel var, | Koyu yesil, hale var. 20,37x10,97 Elips seklinde, koyu, bir
hale var. bolmeli
BS4/2¢ Beyaz merkezden koyulagsma, | Beyaz merkezden 22,71x8,40 Silindir seklinde, koyu, bir
havai misel az, hale yok. koyulagma, hale yok. bolmeli
BBadem-3** | Agcik gri, havai misel var, hale | Yesilimsi-kahverengi, - -
var. hale var.
s BBadem-4 Beyaz, havai miselleri var, | Beyaz merkezde 20,34x8,96 Silindir seklinde, koyu ,
2 hale yok. koyulagma, hale yok. bir bolmeli
§ BBadem-5 Acik gri, havai misel var, hale | Yesilimsi-kahverengi, 20,72x9,99 Silindir seklinde, koyu ,
Q

bir bélmeli

(*)50 konidiye ait 6l¢limiin ortalamasidir. **Piknit olusturmadigi i¢in spor elde edilemedi.

€¢
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Diaporthe spp.’ye ait 38 patojen izolatin Internal Transcribed Spacer (ITS),
Translation Elongation Factor (TEF-1 o), § tubulin gen bolgelerinin 6zgiin primer
ciftleri ile ¢ogaltilmasi sonrasi elde edilen PCR {iriinlerinin gen bankasinda BLAST
analizi sonunda 37 izolat D. amygdali, 1 izolat D. ambiqua olmak iizere iki tiir
belirlenmistir. Bu da bize ana tiiriin D. amygdali oldugunu gostermistir (Cizelge
4.6). Bu izolatlar1 morfolojik olarak tanilamak i¢in 5 D. amygdali ve 1 D. ambiqua
izolati PDA besiyerine inokule edilerek 25°C’de inkiibatorde gelistirilmis ve
miseliyal gelisim ile ilgili veriler Cizelge 4.9’da verilmistir. Cizelge 4.9
incelendiginde, D. amygdali izolatlarimin ortalama miseliyal gelisimlerinin 29,38-
78,38 mm arasinda degistigi ancak inokulasyondan 5 giin sonra yapilan nihai
Olcimlerde en hizli gelisimin D. ambiqua tiriine ait PS3 izolatinda oldugu

gOriilmiistiir.

Cizelge 4.9. Diaporthe spp.’e ait patojen 6 izolatin PDA’da inokulasyondan 5 giin sonraki

ortalama miseliyal gelisimleri

izolat No Tiir Miseliyal gelisim (ort.)*
PYa2/5d Diaporthe amygdali 78,38
PH1/3a D. amygdali 29,38
PYz4/4 D.amygdali 46,75
PKarl D. amygdali 47,00
PC4/2a D. amygdali 33,75
PS3 Diaporthe ambiqua 87,00

(*) 4 tekerrir ortalamasidir.

Cizelge 4.10 incelendiginde; Diaporthe amygdali’e ait izolatlara petrinin st
yiizeyinden bakildiginda, koloni renginin beyaz ve daireler halinde dalga dalga
gelismis havai misellerin oldugu, petrilere arka yiizeyden bakildiginda kirik beyaz-
krem renkli oldugu ve dalgalanmalarin alt yiizeyde de goriildigii belirlenmistir
(PH1/3a, PC4/2a, PYz4/4 ve PKarl) (Sekil 4.14). Kiiltirlere ait konidiler
mikroskopta incelendiginde ise ovoid-elipsoid alfa konidilerinin oldugu ve bunlarin
seffaf oldugu gozlenmistir. Konidi ortalama uzunlugunun izolatlara bagl olarak
5,69-7,56 um, genisliginin ise 2,30-3,14 um arasinda degistigi belirlenmistir (Sekil
4.15, EK-6). Portekiz’de bademden elde edilen Diaporthe/Phomopsis izolatlarini

tan1lamak i¢in morfolojik, molekiiler ve patojenisite verileri kullanmilmistir. Yapilan
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calismada Phomopsis amygdali’nin bademde ana patojen oldugu, P. amygdali
izolatlarinin alfa konidilerinin ortalama uzunlugunun 6,27-6,32 pm, genisliginin ise
2,36-2,38 um arasinda degistigi ve beta konidisinin goriilmedigi belirtilmistir.
Arastiricilar, Tuset ve Portilla (1989)’nin tiiriin beta konidilerini konukgu
iizerindeki piknitlerde gordiigiinii ancak kiiltiirde gérmediklerini de belirtmektedir
(Diogo vd. 2010). Ayrica PDA besiyerine inokulasyondan 34 giin sonra Diaporthe
amygdali (PKarl)’e ait piknit olusumu ile PYa 2/5a izolatinin PDA besiyerine
yerlestirilmis badem dal parcalari {izerindeki piknit olusumu Sekil 4.16°da

goriilmektedir.

PS3 izolatina (Diaporthe ambigua) petrinin st yiizeyinden ve alttan bakildiginda,
koloni renginin beyaz oldugu ve Diaporthe amygdali’deki dalgalanmalarin
olmadig1 goriilmektedir (Cizelge 4.10, Sekil 4.17). Bu tiire ait tek izolat olan PS3’e
ait konidiler mikroskopta incelendiginde ise alfa konidilerini seffaf, bolmesiz,
sporun u¢ kisimlarmin ovalimsi oldugu gézlenmistir. Konidi ortalama uzunlugu x
genisliginin 5,66x3,55 um oldugu ve P. amygdali’e gore daha kiiciik oldugu
goriilmiigtiir (Cizelge 4.10, EK-6). Lawrence vd. (2015), Kaliforniya’da kayisi,
armut, badem agaclar1 ve bagin etrafindaki sogiit agaclarindan elde ettikleri
Diaporthe izolatlarim1 morfolojik, molekiiler, patolojik verileri ve multi lokus
filogenetik analizleri ile tanimlamiglardir. Bagda odun dokusunda kansere neden
olan 8 tiir (Diaporthe ambigua, D. ampelina, D. australafricana, D. chamaeropsis,
D. eres/nobilis, D. foeniculina,ve D. noveum) saptanmistir. Ayrica kayisi ve
sogitden D. ambigua, badem ve sogiitten D. australafricana, bag ve sogitten D.
chamaeropsis, sogiitten D. foeniculina ve bademden D. noveum yeni kayit olarak
bildirilmistir. Bu ¢alismada D. ambigua nin alfa konidilerinin ortalama uzunluk x

genisliginin 6,8x2,4 um oldugu bildirilmistir.
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Cizelge 4.10. Diaporthe spp.’ye ait patojen 6 temsili izolatin koloni morfolojileri ve mikroskobik 6zellikleri

Tiir izolat No | Koloni morfoljisi *Konidi uzunlugux | Konidi sekli, bolme olup olmadigi, renk,
Ustte renk, dalgalanma Altta renk, dalgalanma genisligi (um) alfa-beta spor
D. amygdali | PYa2/5d Beyaz, yildizimsi sekilde | Kirik beyaz- krem rengi, | 5,692x2,302 Ovoid-elipsoid, bolmesiz, seffaf, sadece alfa
sivrilesen dalgalanma. yildizimst sekilde sivrilesen spor
dalgalanma.
PYz4/4 Beyaz, daireler halinde | Kirik beyaz, daireler halinde | 7,209x3,142 Ovoid-elipsoid, bolmesiz, seffaf, sadece alfa
dalgalanma. dalgalanma. spor
PH1/3a Beyaz, daireler halinde | Kirik beyaz, daireler halinde | 7,556x3,066 Ovoid-elipsoid,, bolmesiz,seffaf,alfa spor
dalgalanma. dalgalanma.
PC4/2a Beyaz, daireler halinde | Kirik beyaz-krem rengi, | 7,605x2,729 Ovoid-elipsoid,, bolmesiz-2 bolmeli,
dalgalanma. daireler halinde dalgalanma. seffaf,sadece alfa spor
PKarl Beyaz, daireler halinde | Kirik beyaz, daireler halinde | 7,32x2,78 Ovoid-elipsoid,, bolmesiz,seffaf,sadece alfa
dalgalanma. dalgalanma. spor
D. ambigua | PS3 Beyaz, dalgalanma yok. Beyaz, dalgalanma yok 5,663x3,55 Seffaf, bolmesiz, diger sporlardan daha kiigiik,
sporun ug kisimlari ovalimsi

(*) 50 konidiye ait 6l¢iimiin ortalamasidir.
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Sekil 4. 14. Diaporthe amygdali ‘e ait PH1/3a, PC4/2a, PYz4/4 ve PKarl no’lu izolatlarin

PDA ortaminda iistten goriiniisii (solda), petrinin altindan goriiniisii (sagda).

Sekil 4.15. Diaporthe amygdali (PYa5/3, PYa2/5a) ve D. ambigua (PS3)’a ait sirasiyla

ovoid-elipsoid, bolmesiz, seffaf alfa sporlari.
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Sekil 4.16. PDA besiyerine inokulasyondan 34 giin sonra Diaporthe amygdali (PKarl)’a ait
piknitlerin goriintisii (solda), PYa 2/5a izolatinin PDA besiyerine yerlestirilmis

badem dal pargalari {izerindeki piknit olusumu (sagda).

Sekil 4.17. Diaporthe ambigua’a ait PS3 no’lu izolatinin PDA ortaminda iistten goriiniisii

(solda), petrinin altindan goriiniisii (sagda).
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5. SONUC

Mugla ili, Ege Bolgesi’nde en ¢ok badem agaci sayisina sahip ikinci ilimizdir. Dat¢a
ilcesi ise Mugla iI’indeki hem badem iiretim alanlarinin hem de meyve veren badem
agaclarmin yaklagik %60’m1 karsilamakta ve piyasada Datca bademi olarak
taninmaktadir. Mugla ili, Datca ilgesindeki badem agacglarinda siirgiin ve dal
kurumalan ile ilgili Mayis 2018’de boliimiimiiz Fitopatoloji laboratuvarina
hastalikli 6rneklerin getirilmesi ve yapilan izolasyon ve tanilama ¢aligmasi sonunda
izolatlarin Botryosphaeriaceae familyasina ait oldugu belirlenmistir. Calisma, 2018
yilinda Mugla ili Datca ilgesinde badem agaglarinda siirgiin ve dal kurumalarina,
yanikliklara ve verimde azalmaya neden olan Botryosphaeriaceae familyasinda yer
alan tiirlerin ve Diaporthe spp.’nin varligini ortaya koymak ve elde edilen izolatlar1
klasik ve molekiiler olarak tanilamak amaciyla ele alinmis ve asagida yer alan
sonugclar elde edilmistir.

1. 2018 ve 2019 yillarinda 8 kdyde (Cumali, Yaka, Sindi, Yazikdy, Hizirsah,
Mesudiye, Karakoy ve Merkez) toplam 25 badem bahgesinden alinan hastalikli
bitki 6rneklerinden toplam 78 izolat elde edilmistir.

2. Elde edilen izolatlardan 36 izolat (%46) Botryosphaeriaceae, 42 (%54) adet
izolat Diaporthe spp. olarak belirlenmistir.

3. Botryosphaeriaceae izolatinin badem siirgiin ve meyvelerinde yapilan
patojenisite testlerinde siirgiin ve meyvelerde kahverengi nekrotik lekeler, bazi
izolatlarda ise siirglinde halkali nekrotik lezyonlar goriilmistiir. Diaporthe spp.
izolatlarinin ise badem siirgiinlerinde halka olusturmaksizin nekrotik lezyonlar
olustugu goriilmiistiir. Ayrica meyvelerdeki patojenisite testinde renk degisikligi
ve inokulasyon noktasindan meyve ¢ekirdegine dogru bir oyuk olusturdugu ve
bunun sertlestigi de belirlenmistir.

4. 14 Botryosphaeriaceae izolatina ait PCR iiriinlerinin dizilenmesi sonrast Gen
Bankas1 veri tabanindan yararlanilarak yapilan BLAST ve filogenetik analizine
gore 5 izolat Neofusicoccum mediterraneum, 4 izolat Fusicoccum aesculi
(Telemorph: Botryosphaeria dothidea) , 4 izolat Dothiorella iberica (Telemorph:
Botryosphaeria iberica), 1 izolat Dothiorella sarmentorum (Telemorph:
Botryosphaeria  sarmentorum) olarak saptanmistir. Mevcut  kaynaklar

tarandiginda bu tiirlerin hepsinin {ilkemiz i¢in ilk kayit oldugu sdylenebilir.
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5. 38 Diaporthe spp. izolatma ait PCR friinlerinin dizilenmesi sonrast Gen
Bankasi veri tabanindan yararlanilarak yapilan BLAST analizine gore 37 izolatin
Diaporthe amygdali, 1 izolatin Diaporthe ambigua oldugu saptanmustir.
Ulkemizde daha énce yapilan galigmalarda bademde Phomopsis spp. saptanmis
(Celiker vd., 2009) olmasina ragmen, elde edilen izolatlar molekiiler ve morfolojik
olarak ilk kez Diaporthe amygdali olarak belirlenmistir. Elde edilen bir Diaporthe
ambigua izolat1 ise diinyada bademde bildirilmemistir.

6. Tanilanan Botryosphaeriaceae tiirleri icerisinde, 6zellikle N. mediterraneum ve
B. dothidea izolatlarinin viriilensliklerinin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Diaporthe
amygdali izolatlarinin virlilensliklerinin, N. mediterraneum ve B. dothidea

izolatlarindan ¢ok daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

7. Diaporthe amygdali’e ait izolatlara petrinin {ist yiizeyinden bakildiginda, koloni
renginin beyaz ve daireler halinde dalga dalga gelismis havai misellerin oldugu,
petrilere arka yiizeyden bakildiginda da dalgalanmalarin oldugu goriildigi,
Diaporthe ambigua’a petrinin {ist yiizeyinden ve alttan bakildiginda, koloni renginin
beyaz oldugu ancak Diaporthe amygdali’deki dalgalanmalarin olmadigi

gorilmiistiir.

Bu c¢alisma sonunda Datga’da bademlerde Diaporthe cinsi iginde Diaporthe
amygdali’nin ana tiir oldugu, Botryosphaeriaceae familyasina ait tiirlerden agirlikli
olarak Neofusicoccum mediterraneum, Botryosphaeria dothidea ve Dothiorella
iberica’nin badem siirglinlerinde kanser ve yanikliklara neden oldugu dikkati
¢ekmigtir. Badem agaclarinda geriye dogru 6liim ve kurumalara neden olan bu
hastalik etmenlerinin epidemiyolojisi {izerinde ayrintili c¢aligmalar yapilarak

miicadele yontemlerinin arastirilmasi gerekmektedir.
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EK-1. Botryosphaeriaceae’e ait izolatlarin badem siirgiiniindeki patojenisitesine ait

varyans analiz tablosu

Source DF Sum of Squares Mean Square F Ratio Prob > F

Isolates 35 459941,55 13141,2 29,1142 <,0001*
Error 107 48296,18 4514

C. Total 142 508237,73

EK-2. Botryosphaeriaceae’e ait izolatlarin badem meyvesindeki patojenisitesine ait

varyans analiz tablosu

Source DF Sum of Squares Mean Square F Ratio Prob > F

Isolates 35 317,18750 9,06250 18,3803 <,0001*
Error 108 53,25000 0,49306

C. Total 143 370,43750

EK-3. Phomopsis spp.’e ait izolatlarin badem siirgiiniindeki patojenisitesine ait

varyans analiz tablosu

Source DF Sum of Mean Square F Ratio Prob > F
Squares
Isolates 38 15681,792 412,679 2,1974 0,0007*
Error 117 21972,889 187,802
C. Total 155 37654,680

EK-4. Phomopsis spp.’e ait izolatlarin badem meyvesindeki patojenisitesine ait

varyans analiz tablosu

Source DF Sum of Mean Square | F Ratio Prob > F
Squares
Isolates 38 42,589744 1,12078 2,5218 <,0001*
Error 117 52,000000 0,44444
C. Total 155 94,589744




EK-5. Botryospheariaceae

PCR NO [ZOLATNO  KONUM (ENLEM/BOYLAM)  ALINDIGI CESIT

36°41'26"'K-27°2646"D
510 BY22/1a Ralame120 AKBADEM

11 BY22/1¢ BUTRAITIOED. Likmanem
FE | rakime120

36°41'26"'K-27°26'46"D
512 BY222 Ralam=120 /AKBADEM

36°41'26"K-27°2646"D
513 BYz3/dc Ralame120 AKBADEM

36°4126"'K-27°26 46"D
514 BYIYad L im AKBADEM

36°42'11"'K-27°30'13"D
518 BYa2fz Nurlu Badem

KOLONIMORFOLOJiSI PDA'dak El

Koloni grimsi-yesil, havai misel var, hale
yok. Petrinin alt lasmy koyu yegil, hale yok.

Koloni grimsi-yesi,, haval misel var, hale
yok. Petrinin alt kismi koyu yegil, hale yok.

Koloni koyu grims Hoyu yesil, havai misel
varhale var Petririn alt kism koyu yegil,
hale var.

Koloni koyu grimsikoyu yesil, havai misel
varhale var Petririn it kism koyu yegil,
hale var.

Koleni koyu grims-hoyu yesi, havai misel
varhale var Petririn alt kasm koyu yegil,
hale var.

Koloni beyaz, haval misel var, hale
yek Petrinin alt ks mi beyaz merkezce
koyulagma, hale yok.

(sURGON)

TOsO

KONIDILERIN ORTALAMA
BOYUTLARI (UZUNLUK X
GENISLIK pm)

2,63%5,77

24,27¢6,28

19,00x5,32

mediterroneum

N. mediterraneum

N. mediterraneum

N. mediterraneum

N. mediterraneum

Botryasphoeria dothidea
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633

B35

BMs1/1b

BMs2/1

BH1/3¢

BS4/2¢

BBadem-3

BBadem5

36°41'19"'K-27"3329"D
Rakim=40

36°41'19"'X-27"33'29"D
Rakam=40

36°44'7'K-26"3731"D
Rakim=130

36°42'31"'K-27°3028"D
Rakim=260

Nurlu Badem

Nurlu Badem

Nurlu Badem

AKBADEM

Koloni beyaz merkezden grilesme, haval
misel var, hale yok Petrinin alt ksmi eyaz
merkezden grilesme, hale yok.

Kolon beyaz merkezi grimst-
Kalverengi haval misel var, hale yok.
Petrinin ait lasm merkezi kisim
Kahverengimsl, hale yok.

Koloni yesilimsk-gn, havai misel var, hale
var.Petrinin alt ks mi koyu yegll, hale var.

Koloni beyaz merkezden koyulasma, havai
misel az, hale yok. Petrinin alt kismi beyaz
merkezden koydagna, hale yok.

Koloni agrkgri, havai misel var, hale
var. Petrinin alt ksmi yesilimsi-kahverengi |
halevar.

Kaloni beyaz, haval misellert var, hale
yok Petrinin alt kism beyaz merkezde
koyulagma, hale yok.

Koloni agikgri, havai misel var, hale
var.petrinin alt kismi yesilimsikatverengl
hale var.

Dothiorella iberica

L9



EK-6.Diaporthe

P33

P23

P32

=

P43

IPCRNO  [ZOLATNO

Prays

Yy

KONUM
(ENLEM/BOYLAM)
3542 17K 2TINID

Rakme210

36°M0ASX- 272720
Ralom=180

354 TK263731'D
Rakm=130

35YI'TK2T4131'D
Rakme70

KONIDILERIN
ALUNDIGICESIT  KOLONI onisi iKOLON sinl P ITE(SURGON PATOENISITE (MEYVE) "m‘” T&mm‘ TOR
wm)

NurfuBadem

NerfuBadem

NuriuBadem

Koloni beyaz, widame

Fekiie sitiesen dilgalanena.

Pewirinarka ks ook beyaz

Mremrangl yidne sekiide ie
dwilezendagaboma.

Koloek beyaz, dairler hainde
dagabama. Pexinia ¥ia
Sesmerdan kink bayaz,
diirdier hainde daigabinma.

Kokoni bevaz, daiseler hafinde
daggakinena. Peiria ¥ia
fosoe kink bey 3z, dhirder

Palinde dilgaianma.

Koloni beyaz, daiseler haide
dagabinens. Petrtein 3k kism
lunk beyazkrem rog,
dairder hainde dalgabinma_

Koloni beyaz, daiseler hainde

dagabama. Petdnin 3k kism

fenk beyaz, dareler halinde
daigatanena.

Kolosi beyaz, ddgalanma
Yok Fetdinin 3R s beyaz,
dalgabama yok
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