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Article Info Abstract: The objective of the present study is to identify the causal agents
Received: 07.07.2021 associated with cancer and dieback symptoms in almond production areas in
Accepted: 11.01.2022 Batman's Binatli village, to determine the pathogenicity of the causal agent, and

Online published: 15.03.2022 to determine the efficacy of some fungicides on the pathogen in vitro. As a result
DOLI: 10.29133/yyutbd.964030  of the morphological and molecular characterization of fungal isolates obtained
from diseased plant tissues, the fungus was identified as Neoscytalidium

Keywords novaehollandiae. In the pathogenicity test of 5 isolates of N. novaehollandiae on
Almond, almond seedlings cv Ferragnes, AINnov79 was determined as the most virulent
Fungicide, isolate. As a result of the efficacy trial of five different fungicides on N.
gﬁﬁik’ novaehollandiae isolate AINov79, highly effective fungicides were determined as
Neovcy;,‘a fidium fluazinam (EC50;0.002 ul ml!), thiophanate-methyl (EC50;0.3 pl ml?),
nov;zehollan dige tebuconazole (EC50;0.4 pl ml?), boscalid + pyraclostrobin (EC50;2.2 ul ml).

Trifloxystrobin (EC50;19.5 pl ml!) was found as the lowest effective fungicide.
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Bademde Kanser ve Geriye Dogru Oliim Etmeni Neoscytalidium novaehollandiae’mn
Tanilanmasi, Patojenisitesi ve Baz1 Fungisitlerin In Vitro Etkinlikleri

Makale Bilgileri Oz: Bu calismamin amaci, Batman’m Binath koyiindeki badem iiretim
Gelis: 07.07.2021 alanlarinda goriilen kanser ve geriye dogru 6liim belirtilerine neden olan hastalik
Kabul: 11.01.2022 etmeninin tanisin1 yapmak, etmenin patojenisitesini belirlemek ve in vitro

Online yaymlama: 15.03.2022  kosullarda bazi fungisitlerin patojene karsi etkinligini saptamaktir. Hastalikli
DOI: 10.29133/yyutbd.964030  bitki dokularindan elde edilen fungal izolatlar, morfolojik ve molekiiler
karakterizasyonu sonucunda fungus, Neoscytalidium novaehollandiae olarak
tanilanmistir. N. novaehollandiae’nin 5 izolat ile Ferragnes cesidi badem
fidanlarinda yapilan patojenisite testinde AINnov79, en viriilent izolat olarak
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Anahtar Kelimeler belirlenmistir. N. novaehollandiae’nin AINnov79 izolatina karst bes farkl
Badem, fungisitin etkinlik denemesi sonucunda en etkili fungisitler; fluazinam
Fungisit, (EC50;0.002 pl/ml), thiophanate—methyl (EC50;0.3 pl/ml), tebuconazole
Geriye dogru dliim, (EC50;0.4 pl/ml), boscalid + pyraclostrobin (EC50;2.2 upl/ml), olarak
Kanser, belirlenmistir. Etkinligi en diisiik fungisit ise trifloxystrobin (EC50;19.5 ul/ml)
Neoscytalidium olarak bulunmustur.

novaehollandiae

1. Giris

Badem (Prunus dulcis (Mill) D. A. Webb), orta ve giineybati Asya’ya 6zgii bir meyve tiirii olup,
glinimiizde ABD, Giiney Afrika, Avustralya, Giiney Amerika ve bircok Akdeniz iilkesinde
yetistirilmektedir (Gramaje ve ark., 2012; Eldogan ve ark., 2014). Ulkeler itibariyle diinya badem
iiretiminde, % 57.2 ile ABD ilk sirada yer alirken, iilkemiz %3.8’lik bir oran ile 5. sirada bulunmakta
ve tiretim y1llik yaklasik 160 bin tondur (FAO, 2020). Badem agaglari, yetistiricilik sirasinda ciddi verim
kayiplarina sebep olan bircok fungal hastaliklardan etkilenmektedir. Bunlar igerinde, agaglarda siirgiin
yaniklig1, geriye dogru oOliim, govde kanserleri, meyve ciiriikliikleri ve sakizlanma gibi farklh
belirtilerden sorumlu fungal patojenlerin yol actig1 hastaliklar, badem iiretimini smirlayan en 6nemli
faktorlerden birisidir. Son yillarda Batman ilinde badem {iiretim alanlarinin giderek artis gdstermesi ile
birlikte yetistiriciler tarafindan dallarda 6liim, siirgiin ve gévdelerde lezyonlar, yapraklarda ani solma,
sararma, yaprak Olimii ve govde kanseri ile zamk akintis1 seklinde farkli belirtiler gézlenmeye
baslanmstir. Ozellikle agaglarm gdvde dokularinda ortaya ¢ikan kanser belirtilerinin, esas olarak kisin
odunsu bitkilerin budama yaralarindan girerek iletim dokularini kolonize eden ve taksonomik olarak
birbiri ile yakin iligkili olmayan genis bir patojen grubu tarafindan olusturuldugu kaydedilmektedir
(Slippers ve Wingfield, 2007; Slippers ve ark., 2013). Ayrica sdz konusu tiir ve tiir karmagalarinin
bir¢ogu, son 10 yil igerisinde belirgin taksonomik degisikliklerden dolay1 yeniden adlandirilmistir. Bu
baglamda, 9 familya, 33 cins ve 279 tiirden olusan Botryosphaeriales takiminda (Phillips ve ark., 2013;
Slippers ve ark., 2013; Dissanayake ve ark., 2017) en genis familya olan Botryosphaeriaceae icerisinde,
24 farkli cinse ait 222 tiir kaydedilmistir. Botryosphaeriaceae familyasinda yer alan fungal tiirlerin neden
oldugu kanserler, birgok meyve tiiriinde énemli bir yetistiricilik sorunu olarak kabul edilmekte ve
odunsu bitki tiirlerinde saprofitik, endofitik veya patojenik olarak degerlendirilmektedir (Slippers ve
Wingfield, 2007; Phillips ve ark., 2013; Slippers ve ark., 2013).

Botryosphaeriaceaec  familyasinda yer alan Botryosphaeria, Diplodia, Dothiorella,
Lasiodiplodia, Macrophomina, Neofusicoccum ve Neoscytalidium cinsine ait en az 14 tiirlin, badem
agaclarinda s6z konusu hastaliklarla iliskili oldugu bildirilmektedir (Ray ve ark. 2010; Inderbitzin ve
ark., 2010; Lynch ve ark., 2013; Kayim ve ark., 2015; Nouri ve ark., 2019; Moral ve ark., 2019; Gusella
ve ark., 2021). Bunlardan Neoscytalidium cinsine baglt dimidiatum ve novaehollandiae tiirlerinin,
oldukga fazla konukc¢u dizisine ve genis bir cografik dagilima sahip oldugu ve iilkemizde sert kabuklu
meyve agaglarindan badem (Oren ve ark., 2020), antepfistig1 (Kurt ve ark. 2019; Dervis ve ark., 2019a)
ve ceviz (Dervis ve ark., 2019b) gibi tiirlerde hastalik olusturdugu tespit edilmistir. Botryosphaeriaceae
familyas1 igerisinde yer alan bitki patojeni funguslar, yaygin olarak eseysiz formdaki morfolojik
karakterlere gore tanilanmaktadir. Hizli ve ucuz olan bu yontem, fungal taksonomide karigikliklara yol
acmugtir (Inderbitzin ve ark., 2010; Nouri ve ark., 2018; Toker Demiray ve Akg¢ali, 2020). Bu nedenle,
genellikle Botryosphaeriaceae tiirlerini tanimlamak i¢in benimsenen eseysiz yapiya dayali morfoloji
caligmalar, birbiri ile yakindan iligkili tiirlerin ¢oziimiinde basarisizlikla sonuglanmaktadir. Bu sorunun
iistesinden gelmek icin DNA tabanli filogenetik analizler, daha giivenilir bir tiir tanimlama yontemi
olarak 6n plana ¢ikmigstir. Sonug olarak, Botryosphaeriaceae familyasinda son yillarda morfolojik
karakterizasyon ile birlikte molekiiler verilere dayali olarak bir¢ok yeni tiir tanimlanmistir (Slipper ve
ark., 2013; Nouri ve ark., 2018; Kurt ve ark., 2020). Bu tiirlerin olusturdugu hastaliklarin kontroliinde
en etkili yontemlerden birisi kimyasal savag olarak ifade edilmektedir (Moral ve ark., 2019). Tiirkiye’de
bu hastaliga kars1 ruhsath fungisit bulunmamaktadir. Bundan yola ¢ikarak bu ¢alismanin amaci, bolgede
yetistiriciligi yapilan badem agaglarinda kanser ve geriye dogru 6liimlere neden olan hastalik etmeninin
morfolojik ve molekiiler metotlara dayanarak tanilanmasi, viriilenslik diizeyinin belirlenmesi ve bazi
fungisitlerin patojene kars1 in vitro etkinliginin belirlenmesidir.
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2. Materyal ve Yontem

2.1. Sorvey ve hastalik etmeninin izolasyonu

Batman ilinin merkez ilgesine bagli Binathi kdyiinde (37°80.47N, 41°20.68E) badem
yetistiriciligi yapilan 4 farkli bahgede sorveyler gergeklestirilmistir. Ferragnes ve yerli cesitlerin
yetistiriciligi yapilan ortalama 100 dekar alandan oOrneklemeler yapilmistir. Tesadiifi 6rnekleme
yontemine gore kanser, kismi dal kurumalari, yaprak ve siirgiinlerde lezyonlar gézlenen agaclardan
alman hastalikli bitki Ornekleri plastik torbalara konularak laboratuvara getirilmistir. Fungal
izolasyonlar i¢in alinan bitkiler, akan ¢cesme suyu altinda yikandiktan sonra enfeksiyonlu ve saglikli
dokular icerecek sekilde 5-6 cm biiyiikliigiinde pargalara ayrilarak %70’lik etanol icerisinde 2 dakika
dezenfekte edilmis ve daha sonra saf su ile durulama islemleri yapilarak kurutma kagitlar1 igerisinde
kurumaya birakilmigtir. Yiizeyden dezenfekte edilmis hastalikli bitki dokulari, Patates Dekstroz Agar
(PDA) besi yeri igeren 90 mm capindaki Petri kaplarina transfer edilmistir. Ekim yapilan Petri kaplari,
26°C’lik inkiibatorde karanlikta 4 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Tiim koloniler, PDA besi
yerinde alt kiiltiire alinmistir. Bu siire sonucunda gelisen fungal kolonilerden saflagtirma yapilmis ve bu
kolonilerden tek spor izolasyonu yapilarak diger ¢alismalarda kullanilmak tizere %15’lik gliserol
soliisyonu igeren tiipler i¢inde buzdolabinda saklanmistir.

2.2. Hastalik etmeninin morfolojik karakterizasyonu

Fungal izolatlarm koloni morfolojisi (miselyal gelisim hizi, sekli ve rengi), konidi sekil ve
boyutlarini esas alarak kiiltiirler, PDA besi yerinde gelistirilmis ve karakteristik 6zellikleri yoniinden
degerlendirilmistir. Konidi sekil ve boyutlari, trinokiiler arastirma mikroskobu (NIKON Eclipse,
Floresan ve DIC Atagmanli) kullanilarak fotograflanmis ve Olgiimleri kayit altina alimmistir. Ayrica
morfo-kiiltiirel caligmalar kapsaminda temsili segilen bir izolat, 8 farkli sicaklikta (5, 10, 15, 20, 25, 30,
35 ve 40 °C) ve 5 farkli besi ortaminda [PDA, su agar1 (WA), V8 juice agar, malt ekstrakt agar (MEA)
ve czapek-dox agar (CDA)], 90 mm capinda petri kaplarinda 3 tekrarli olarak degerlendirmeye
almmustir,

2.3. Hastalik etmeninin molekiiler karakterizasyonu

Morfo-kiiltiirel caligmalar sonucunda cins diizeyinde teshisi yapilan fungal izolatlarin kesin tiir
tanilarmin yapilmasi i¢in Oncelikle genomik DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Bu kapsamda fungal
kiiltiirlerin misellerinden 100 mg alinarak parcalanmistir. Bu islemden sonra, DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen, GeneMark Teknoloji Co, Valencia, CA, Katalog No. 69104) kullanarak {iretici firmanin
onerdigi protokol dogrultusunda DNA izolasyonu gergeklestirilmistir (Uysal ve ark. 2021). PCR
caligmalari, internal transcribed spacers (ITS) rDNA bolgesi ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3) ve ITSS (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') primer cifti (White ve ark., 1990) ile
translation elongation factor (TEF1-a) gen bolgesi 728F (5S'CATCGAGAAGTTCGGAAGG-3') ve
986R (5'- TACTTGAAGGAACCCTTACC-3") primer ¢ifti (Carbone ve Kohn 1999) kullanilarak
stirdiiriilmiigtiir. DNA amplifikasyonu, 5 pl 10% enzim buffer, 10 mM dNTP, 50mM MgCl2, 0.5 pl
primer, 0.2 pl Taq DNA polimeraz ve 2ul DNA ile toplam 50 pl olacak seklinde ve PCR kosullar
94°C’de 3 dk baslangi¢ denatiirasyonu, 94°C’de 1 dk. denatiirasyon, annealing sicakligi EF i¢in 57 °C,
ITS i¢in 55 °C, 72 °C’de 35 sn. ve final adim1 olarak 72 °C’de 10 dk olarak ayarlanmistir. DNA bant
kalitesine gdre secilen izolatin DNA dizileme islemleri, 6zel bir firmadan (MEDSANTEK, istanbul)
hizmet alimi seklinde gergeklestirilmigtir. DNA niikleotid dizileri, NCBI (National Center for
Biotechnology Information) veri tabani ile BLAST yapilarak tiirlerin Genbank erisim numarasi
alindiktan sonra tanilama islemi tamamlanmistir.

2.4. Patojenisite calismalar:

PDA besi yerinde 5 giin boyunca gelistirilmis 5 fungal izolatin viriilenslik diizeyini belirlemek
icin, Ferragnes ¢esidi 2 yasindaki badem fidanlar1 kullanilmigtir. Bu amagla, her bir izolat i¢in, steril bir
bistiiri kullanilarak her bir dalin iizerinde 5 farkli noktadan agilan yara ile 3’er bitki inokule edilmistir.
Bunun i¢in PDA’da aktif olarak gelisen kolonilerin kenarindan alinan 5 mm ¢apindaki miselyal diskler,
her bitkide acilan yara yerlerine agar kismu alta gelecek sekilde yerlestirilerek, Parafilm® (American
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National Can, Chicago, IL, USA) ile kapatilmistir. Esdeger sayida bitki ve yara yeri, steril PDA diskleri
ile inokule edilmis ve bunlar kontrol olarak degerlendirilmistir (Nouri ve ark., 2018; Oren ve ark., 2020;
Hosseinalizadeh ve ark., 2021). Hastalik etmeni igeren ve icermeyen (kontrol) agar disklerle inokule
edilen bitkiler, kontrollii sera kosullarinda gelismeye birakilmis ve inokulasyondan 60 giin sonra tiim
bitkiler degerlendirmeye alinmigtir. Bu agamada uygulama yapilan dallar kesilmis ve kabuk altinda
dokuda herhangi bir renk degisikligini incelemek i¢in kabuk soyulmustur. Enfeksiyon gozlenen dal veya
stirglin dokularinda lezyon uzunluklart (mm) olgiilerek viriilenslik diizeyleri ortaya konmustur. Bu
lezyonlu alanlardan PDA ortaminda geriye izolasyonu yapilarak Koch postulati islemi tamamlanmustir.

2.5. Bazi fungisitlerin fungal patojenin miselyal gelisimini iizerine In vitro biyoetkinlikleri

Morfolojik ve molekiiler olarak tanis1 yapilan ve viriilenslik diizeyi belirlenen patojen izolatin
Cizelge 1’ de 6zellikleri verilen fungisitlere karsi etkinligi in vitro kosullarda aragtirilmistir. Bu amagla,
secilen bazi fungisitlerin fungal patojenin miselyal gelisimine biyoetkinligini ortaya koymak igin,
patojenisite denemesinde viriilenslik diizeyi en yiiksek seviyede oldugu belirlenen AIN79 izolati
kullanilmigtir.

Cizelge 1. Fungal patojenin miselyal gelisimini {izerine /n vitro kosullarda biyoetkinlik denemelerinde
kullanilan fungisitlerin baz1 6zellikleri

Etken Madde ve Orani Ticari ismi  Firma Formiilasyon
Trifloxystrobin (%50) Tugart Gliner WG
Tebuconazole (%25) Folicur Bayer Crop Science ~ WP
Thiophanate-methyl (%70) Sumitop Sumi Agro WP
Fluazinam (500 g/1) Nando Nufarm SC

Boscalid+ pyraclostrobin (%26.7+%6.7) Signum BASF WG

Calismada kullanilan fungisitlerin fungal etmenin miselyal gelisimi iizerine etkinlikleri, her bir
fungisitin farkli konsantrasyonlarini (trifloxystrobin: 5.0, 10.0, 25.0, 50.0, 100 ug/ml; tebuconazole: 0.5,
1.0, 3.0, 5.0 pg/ml; thiophanate methyl: 0.1, 0.5, 1.0, 3.0, 5.0 pg/ml; fluazinam: 0.001, 0.003, 0.005,
0.007, 0.01 pg/ml; boscalid + pyraclostrobin: 0.5, 1.0, 3.0, 5.0, 10.0 pg/ml) kullanarak belirlenmistir.
Her bir fungisitin belirlenen konsantrasyonlari, 50°C’ye kadar sogutulan steril PDA ortamina karistirilip
90 mm’lik Petri kaplarina aktarilmistir. Kontrol olarak herhangi bir fungisit igermeyen PDA besi yeri
kullanilmistir. Fungisit iceren PDA besi yerlerine, 5 glinlik AIN79 izolatina ait fungal kiiltiirden Smm
capinda diskler alinarak yerlestirilmistir. Fungisit iceren ve kontrol Petri kaplari, 25°C’de 5 giin boyunca
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonucunda miselyal gelisimin radyal 6lgiimleri almarak
fungisitlerin etki diizeyleri (%) belirlenmistir (Uysal ve Kurt, 2019). Denemeler, Tesadiif Parselleri
Deneme Desenine gore her bir konsantrasyon igin 3 tekrar ve her bir tekrarda besi yeri iceren 1 Petri
kabi olacak sekilde kurulmustur. Her bir fungisitin farkli konsantrasyonlarindaki etkinlikleri, Abbott
formiilii kullanilarak hesaplanmistir. Misel gelisimini %50 diizeyinde engelleyen etkili konsantrasyon
(ECso) degerleri, SPSS istatistik programinda (Versiyon 17.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) Probit
analizi ile belirlenmistir.

3. Bulgular

3.1. Sorvey ve hastalik etmeninin izolasyonu

Calismanin yiiriitiildiigii Batman iline baglh Binatli kdyiinde badem yetistiriciligi yapilan 4 farkli
bahgeden 25 adet hastalikli bitki 6rnekleri alinmistir. Ornekleme yapilan bahgelerdeki agaglarin
yapraklarinda sararma, deformasyon, solgunluk, geriye dogru oliim belirtileri ve gdvdelerde zamk
akintilar gozlenmistir (Sekil 1).
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A

Sekil 1. Batman ilindeki badem agaclarinda yaprak, dal, siirgiin ve gévdelerde goriilen solma, sararma,
yaprak dokiimii (A) ve zamk akintili govde kanseri (B, C) belirtileri

Bu oOrneklerden yapilan hastalik izolasyonlart sonucunda PDA ortamindaki kiiltiirel ve
morfolojik gelisimlerini esas alarak elde edilen 5 farkli fungal izolatin (AIN33, AIN4S8, AIN62, AIN72
AIN79), Botryosphaeriaceae familyasina ait bir fungus tiirii oldugu belirlenmistir. Diger baz1 6rnekler,
benzer belirtiler vermesine karsilik bunlardan herhangi bir fungal etmen izole edilememistir.

3.2. Hastalik etmeninin morfolojik karakterizasyonu

Hastalikli bitkilerden elde edilen izolatlar, dncelikle PDA besi yerindeki gelisme ozellikleri
dikkate alinarak morfolojik olarak karakterize edilmistir. PDA besi yerinde koloni gelisimi,
inkiibasyonun 2. giiniinde beyaz renkli olup daha sonra koyu yesil ve 1 hafta igerisinde koyu siyah bir
renge donlismiistiir (Sekil 2).

- |
¥

Sekil 2. Neoscytalidium novaehollandiae 'nin hasta bitki doku pargalarindan izolasyon sonucu geligimi
(A), saf AIN79 izolatinin PDA besi yerinde 7 giinliik miselyal gelisimi (B), N. novaehollandiae ait
tipik konidiler (C, D).

Bu kolonilerde gelisen arthrokonidilerin, bolmesiz ya da tek bolmeli, kalin duvarli, kahverengi

ve dairesel, oval veya silindirik, 6.2 — 10.1 x 2.4-3.8 um boyutlarinda oldugu tespit edilmistir (Sekil 2).
Bu morfolojik ve kiiltiirel karakteristik 6zelliklere gore 5 izolatin, Neoscytalidium cinsine bagh fungus
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tiirii olduguna karar verilmistir. Ayrica bu asamada temsili olarak fungal etmene ait AIN79 izolatinin,
morfo-kiiltiirel ¢alismalar1 kapsaminda, 5 farkli besi yerinde ve 8 farkli sicaklik kosullarinda yapilan
denemeleri sonucunda, 25-35 °C’ de ve tiim besi ortamlarinda 7 giin sonra tam gelisme gosterdigi
belirlenmistir. Besi yerleri acisindan ise miselyal gelisim, MEA ortaminda en iyi seviyede olurken, WA
ortaminda zayif olarak kaydedilmistir. En diisiik sicaklik (5 °C) ve en yiiksek sicaklikta (40 °C)
kosullarinda hi¢bir miselyal gelisim gézlenmemistir (Cizelge 2).

Cizelge 2. Neoscytalidium cinsine ait AIN79 izolatinin, farkli sicaklik ve besi yerlerindeki miselyal
gelisimleri (mm)

Besi yerleri

Stcakhik (°C) 550 ) CDA WA MEA
5 0.0+0.0aA 0.0+0.0aA 0.0+0.0aA 0.0+0.0aA 0.0+0.0aA
10 0.0+0.0aA 0.0+0.0aA 0.0+0.0aA 0.0+0.0aA 0.0+0.0aA
15 25742.0bD  24.0+2.1bC  6.3+1.7bA 163£1.3bB  21.7+2.0bC
20 63.7£0.7cC  80.0:0.0dD  32.7+0.8cB  163=1.7bA  80.0+0.0dD
25 80.0£0.0¢B  80.040.0dB  80.0+0.0¢B  66.0+1.0cA  80.0+0.0dB
30 80.0£0.0¢B  80.040.0dB  80.0+0.0¢B  75.0+1.7dA  80.0+£0.0dB
35 80.0£0.0¢B  80.040.0dB  80.0+0.0¢B  56.0+0.6cA  80.0£0.0dB
40 747£03dD  73.0:0.6cC  443+0.6dB  24.0£03bA  73.7£0.3cC

PDA: Patates Dektroz Agar, CDA: Czapek Dox Agar, MEA: Malt Extract Agar, V8: V8 Juice Agar, WA: Water Agar. *Satir ve siitun iginde
yer alan ortalama koloni ¢aplarinin (mm +£S.D) yanindaki sirasiyla ayni siitunda farkl kiigiik ve ayni satirda farkl bityiik harfler
uygulamalar arasindaki farkin Duncan Coklu Karsilastirma Testine (p<0,05) gore istatistiksel olarak dnemli oldugunu gosterir.

3.3. Hastalik etmeninin molekiiler karakterizasyonu

Morfolojik caligmalar sonucunda belirlenen Neoscytalidium fungusuna ait izolatlardan, (jeldeki
bant sirasina gore; AIN48, AIN72 AIN79, AIN33, AIN62) 25-30 ng/ul miktarinda genomik DNA izole
edilmistir. ITS (ITS-4- ve ITS-5) ve EF (728F ve 986R) primerlerini kullanarak PCR caligmalari
sonucunda sirasiyla 550 bp ve 250 bp biiytlikliigiinde DNA bantlar1 elde edilmistir. Buradan secilen
temsili AIN79 izolati i¢in dizi analizi ger¢eklestirilmistir.

Sekil 3. Neoscytalidium novaehollandiae’nin farkl izolatlarinin ITS (A) ve EF (B) gen bolgelerine
gore bant biiyiikliikleri (bp).

Dizi analizi sonucu niikleotidler, NCBI veritabaninda BLAST yapilmis ve GenBank veri
tabaninda Neoscytalidium novaehollandiae izolati (ITS ve EF gen bolgeleri i¢in erisim numaralari,
sirastyla MK 530201 ve MN990035) ile %99-100 benzerlik gosterdigi saptanmistir. Daha sonra morfo-
kiiltiirel ve molekiiler caligmalart sonucunda kesin teshisi yapilan N. novaehollandiae fungusu,
AINnov79 izolat ad1 ve ITS: MZ148589 ve EF: MZ151354 erisim numaralari ile NCBI GenBank veri
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tabanina kaydedilmistir. Molekiiler analizlerde bant biiyiikliiklerine gore, diger 4 izolatin da M.
novaehollandiae fungusu oldugu saptanmistir. Sonug¢ olarak hastalik etmeninin morfo-kiiltiirel
karakteristik 6zelliklerini ve molekiiler filogenetik analizlerini esas alarak fungal etmen, Neoscytalidium
novaehollandiae Pavlic, T.1. Burgess & M.J. Wingf., olarak tanilanmistir.

3.4. Patojenisite calismalar:

Patojenisite ¢calismasi sonucunda, Ferragnes ¢esidi badem fidanlarina yapilan inokulasyonlarin
60 giin sonra degerlendirmesi yapilmistir. Inokulasyon yapilan dallarda zamk akintilar gézlenmistir.
Lezyonlu alanlarm kahverengi renk aldig1 ve enfeksiyonun ilerledigi saptanmistir (Sekil 4).

Sekil 4. N. novaehollandiae’nn farkli izolatlarinin patojenisite denemeleri sonucu uygulama yapilan
dallarda (A, B) olusan zamk akintis1 (C, D) ve lezyonlu alanlar (E, F).

Ayrica, dallarda enfekteli alanlan Slgiilerek lezyon uzunluklart (mm) belirlenmistir. Kontrol
olarak belirlenen fidan da hi¢bir enfeksiyona rastlanmamistir. N. novaehollandiae’nin 5 farkli izolati
degerlendirildiginde, lezyon uzunlugu 50.3 mm ile en fazla AINnov79 ve 40,0 mm ile en az AINnov33
izolatlarinda ortaya ¢iktig1 gozlenmistir. Elde edilen bulgulara gore en viriilent izolatlar, AINnov 79 ve
AINnov72 olarak tespit edilmistir (Sekil 5). Enfeksiyonlu alanlardan yapilan geriye izolasyonlar
sonucunda N. novaehollandiae’ nin patojen oldugu saptanmustir.
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Sekil 5. Neoscytalidium novaehollandiae’nin 5 farkli izolatinin Ferragnes ¢esidi badem fidanlarindaki
lezyon uzunluklar1 (mm).

3.5. Baz fungisitlerin Fungal patojenin miselyal gelisimini iizerine In vitro biyoetkinlikleri

In vitro kosullarda 5 farkli fungisitin AINnov79 izolatina etkinligi degerlendirildiginde, tiim
fungisitlere kars1 N. novaehollandiae’nin duyarli oldugu saptanmistir. Calismada ele alinan fungisit
etken maddelerine gore en yiiksek etkinlik, %100 etki degerini en diisiik konsantrasyonda yakalayan
0.01 pg/ml ile fluazinam ve 5 pg/ml ile tebuconazole olmustur (Cizelge 3).

Cizelge 3. Secilmis bazi fungitlerin, in vitro kosullarda N. novaehollandiae tizerinde antifungal etki
diizeyleri (%) ve ECso degerleri

Fungisitler ve uygulama dozlar1 (ng/ml)

Trifloxystrobin
Konsant. 5 10 25 50 100 *ECso
%Etki 13.4 26.3 54.6 74.3 100 19.5+0.2
Tebuconazole
Konsant. 0,5 1 3 5 ECso
%Etki 58.4 78 92.1 100 0.4+0.2
Thiophanate - methyl
Konsant. 0,1 0,5 1 3 5 ECso
%Etki 31.3 59.3 67.5 78 95 0.3+0.1
Fluazinam
Konsant. 0,001 0,003 0,005 0,007 0,01 ECso
%Etki 30 64.6 75 88.7 100 0.002+0.2
Boscalid+ pyraclostrobin
Konsant. 0.5 1 3 5 10 ECso
%Etki 8.3 38.4 73.5 87.5 100 2.2+0.1

Ayrica ECsg degerleri incelendiginde ise, en yiiksek etkinlik, 0.002 pg/ml ile fluazinam olurken
bunu 0.3 ve 0.4 pg/ml ile thiophanate - methyl ve tebuconazole fungisitleri izlemistir. Buna gore
etkinligi en disiik fungisit ise trifloxystrobin (19.5 pg/ml) olarak belirlenmistir (Cizelge 3).
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4. Tartisma ve Sonug

Bu galismada, bolgede yetistiriciligi yapilan badem agaclarinda kanser ve geriye dogru dliimlere
neden olan fungal hastalik etmeni morfolojik ve molekiiler metotlara dayanarak tanilanmis, etmenin
virtilenslik diizeyi belirlenmis ve bazi fungisitlerin patojene kars1 in vitro etkinligi ortaya konmustur.
Ornekleme yapilan bahgelerdeki agaglarin yapraklarinda kloroz, nekrozlar, solgunluk, geriye dogru
oliim ve govdelerde zamklanmalar gézlenmistir. Bu gézlem ve bulgular, Neoscytalidium cinsine baglh
tiirlerin neden oldugu California’da badem kanser ve silirglin yanikhigi (Nouri ve ark., 2018) ile
Tiirkiye’de badem agaglarinda govde kanseri ve dallarda geriye dogru 6liim belirtileri ile destekler
nitelikte bulunmustur. Bu hastalikli agaglardan alinan hastalikli doku Omeklerinden yapilan
izolasyonlarda elde edilen fungal tiir, morfo-kiiltiirel ve molekiiler analizler sonucunda Neoscytalidium
novaehollandiae olarak tanilanmistir. Bu tiiriin tanisi, koloni karakteristikleri ve diger tipik anamorfik
ozelliklerinin morfolojik ve mikroskobik verileri, Phillips ve ark. (2013)’nin 6nerdigi karakteristik
ozellikleri ile uyumlu bulunmustur. Bu tiirlin tanisi, ayrica ITS ve TEF1-a gen bolgelerine ait dizi
analizlerini kullanarak dogrulanmistir. Bununla birlikte son yillarda Botryosphaeriaceae familyasina
bagli bircok yeni tiir, morfolojik karakterizasyonla baglantili olarak molekiiler filogenetik analizlere
dayali olarak gergeklestirilmektedir (Crous ve ark., 2006; Slippers ve Wingfield, 2007; Inderbitzin ve
ark., 2010; Phillips ve ark., 2013; Slippers ve ark., 2013). N. novaehollandiae, Avustralya’da incir,
akasya gibi bitki tiirlerinde kaydedilirken (Farr ve Rossman, 2021), iilkemizde baglarda (Akgiil ve ark.,
2019) ve bademde (Oren ve ark., 2020) ilk kay1t olarak bildirilmistir.

N. novaehollandiae AINT9un in vitro kosullarda morfo-kiiltiirel ¢aligmalar1 sonucunda, 25-
35°C’ de optimum diizeyde gelisme gosterdigi belirlenmistir. Govde kanseri ve geriye dogru 6liim
belirtilerinin gézlendigi bolgedeki badem bahgelerinde yaz donemi baglangicindan itibaren sicakliklarin
tipik olarak yiikselmeye baslamasi ile birlikte 35 °C civarinda seyreden sicakliklarla birlikte bu
hastaliklarin olusum diizeyinde artis goriilme olasiliginin artmasi kaginilmaz olacaktir. Bu bulgu ve
gbzlemlerimiz, sicak yaz giinlerinin hiikiim siirdiigii California’da bademlerde benzer durumun séz
konusu oldugunu bildiren Nouri ve ark. (2018)’nin verileri ile dogrulanmaktadir.

Botryosphaeriaceae familyasina bagli tiirler, endofit, saprofit ve bitki patojenlerinden
olusmaktadir. Yapilan bir ¢calismada (Inderbitzin ve ark., 2010), badem agaglarindan elde edilen
izolatlarin biiyiik cogunlugu, Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum parvum, Neof. mediterraneum
ve Neof. nonquaesitum olarak belirlenirken, az bir kismi ise Diplodia seriata, Dothiorella sarmentorum
ve Macrophomina phaseolina olarak tanilanmustir. Ispanya’da yiiriitiilen benzer ¢alismalarda (Gramaje
ve ark., 2012; Olmo ve ark., 2016), badem agaclarinda Sliime neden olan tiirler, Botryosphaeria
dothidea, Diplodia olivarum, D. seriata, Neofusicoccum luteum, Neof. mediterraneum, Neof. australe
ve Neof. parvum olarak tanimlanmistir.

Ferragnes cesidi badem fidanlarinda yiiriitiilen patojenisite denemesinde, inokulasyondan 60
giin sonra N. novaehollandiae’nin 5 farkli izolatinda lezyon uzunlugu en fazla, AINnov79 izolatinda
tespit edilmistir. Ispanya’da yiiriitiilen benzer bir ¢alismada (Olmo ve ark., 2016), bademde kanser ve
geriye dogru 6liime neden olan 5 fungal tiir ile tarla kosullarinda Ferragnes’in de i¢inde oldugu 4 farkh
badem cesidinde yiiriittiikleri patojenisite denemelerinde, en viriilent izolatlarin Neofusicoccum spp.
oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda, N. novaehollandiae fungusu iizerinde in vitro kosullarda fungisit denemesinde
fluazinam, en etkili fungisit olarak tespit edilmistir. Bunu, thiophanate-methyl ve tebuconazole
fungisitleri izlemistir. Ozellikle yillik budama islemlerinin yapildigi badem bahgelerinde budama
yaralarim1 Botryosphaeriaceae familyasina bagh tiirlerin neden oldugu enfeksiyondan korumak igin
fungisit uygulamalar1 6nerilmektedir (Olmo ve ark., 2017).

Sonug olarak literatiir bilgilerinden de anlasilacagi {izere badem agacglarinda Botryosphaeriaceae
familyasma bagli tiirlerin sayis1 ve yogunlugu iilkelere ve cografik bolgelere gore degismektedir
(Inderbitzin ve ark., 2010; Olmo ve ark., 2016). Konukg¢uya 6zellesmesi olmayan ve genis bir konuk¢u
dizisi ve dagilima sahip bu tiirler, diger iilkelerde oldugu gibi Tiirkiye’de de sert, yumusak ¢ekirdekli ve
sert kabuklu meyve tiirleri ile zeytin agaglarinda iklim kosullarina bagli olarak potansiyel bir tehdit
unsuru olarak géz dniine alinmalidir. Bu baglamda badem agaclarinda ortaya ¢ikan fungal hastaliklarla
entegre miicadele igin ortak ¢caba ve IPM stratejileri gelistirmek zorunludur.
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