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Bu galismada, Adana ili ve ilgelerinde badem agaglarinda genel solgunluk,
dal kurumalari, gévde ve dallarda zamklanma ile geriye dogru élimlere neden olan
Botryosphaeriaceae tiru funguslarin il i¢i yayginlik orani ve bu cinse ait tirlerin
morfolojik ve molekiler karakterizasyonlari arastiriimistir. Adana iline ait 7 ilgede
30 farkh badem bahgesinde yapilan sOrvey calismalari sonucunda 8 bahgenin
Botryosphaeria cinsine ait iki tirle (Neofusicoccum parvum ve Diplodia seriata)
bulasik oldugu saptanmis ve Adana ili icin hastalik yayginlik orani %26.6 olarak
belirlenmistir. Bu etmenler, anamorf meyve evlerindeki konidilerin mikroskobik
morfolojik yapilarina, ITS ve (-tubulin gen dizilerinin BLASTn analizlerine gore
tanilanmistir. Her iki tire ait toplam 12 izolat elde edilmistir. Elde edilen bu
izolatlara ait kesik dal ve fidan patojenisite test sonuglarina gére N. parvum’un
(CU_56 ve CU_57) D. seriata’ya (CU_48 ve CU_50) gore daha virulent tir oldugu
saptanmigtir. ITS ve B-tubulin genleri tek olarak ve birlestiriimis gen dizilimi
seklinde Maksimum Likelihood Soy Agdaclari olusturuldugunda her iki tir birbirinden
ayri gruplar olarak dendogram olusturmusglardir. Her iki tire ait toplam 12 ve en
virulent 4 izolatin kesik dallar ve fidan patojenisite testinde, N. parvum izolatlarinin
D. seriata izolatlarina gbére daha virulent olduklari inokulasyon yerlerinde
olusturduklari lezyon buyukligi ile saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: D. seriata, ITS, N. parvum, Patojenisite, B-tubulin

ABSTRACT

In this study, the prevalence of Botryosphaeriaceae species causing
wilting on the canopy, branch dryness, gumming on the trunk and braches and
dieback of almond trees in Adana province and districts and morphological and
molecular characterization of these genus species were investigated. As a result of
the surveys conducted in 30 different almond orchards in 7 different counties of
Adana province, it was determined that there were two species of Botryosphaeria
(Neofusicoccum parvum and Diplodia seriata) and disease prevalence in Adana
province was determined as 26.6%. These pathogens have been identified
according to microscopic morphological structures of the conidia in anamorphic
pycnidium and BLASTn analyses of ITS and B-tubulin gene sequences. A total of
12 isolates of both species were obtained. When the Maximum Likelihood

* Ayni Baslikli Yiiksek Lisans Tezinden Uretilmigtir.
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phylogenetic trees were constructed individually and in combination with the
sequences of ITS and B-tubulin genes, they formed dendograms as separate
groups from each other. A total of 12 and most virulent of 4 fungal isolates from
both species were inoculated with cuttings and seedlings for the the pathogencity
test and isolates of N. parvum species were found more virulent than the isolates
of D. seriata based on the size of necrosis area on the inoculation sites.

Keywords: D. seriata, ITS, N. parvum, Patogenicity, 3-tubulin

Girig

Anavatani Orta ve Bati Asya olan badem, (lkemizde oldugu gibi Akdeniz
Ulkelerinin hemen hemen hepsinde, Amerika Birlesik Devletleri’nin Kaliforniya
eyaletinde, Gliney Amerika Ulkelerinde, Gliney Afrika ve Avusturalya’da yaygin
olarak yetistiriimektedir (FAO, 2014). Badem, botanik olarak sert c¢ekirdekli
olmasina ragmen olgun bademin i¢i yendiginden, findik, ceviz, antep fistigi ve
kestane gibi sert kabuklu meyveler arasinda yer almaktadir (Kiiden ve Kiden,
2000). Badem, dunyada ortalama 5 milyon da alanda, 9.7 milyon ton uretim ile sert
kabuklu meyve turlerinin igerisinde 1.7 milyon da alanda 2.7 milyon ton ile en fazla
paya sahip meyve turtudir (FAO, 2014). Tirkiye, dinyadaki sert kabuklu meyve
Uretiminde énemli bir yeri olan badem yetistiriciligi ve Uretiminde Dlinyada 7. sirada
yer almaktadir (FAO, 2014).

Bdlge iklimi, badem gibi i1liman iklim meyve tirlerinin yetistiriimesine imkan
saglasa da, bitki hastaliklari ile micadele yapilmadan elde edilecek urinin
istenilen miktarda veya kalitede olmasi neredeyse mimkin olmamaktadir (Kiden
ve Kiden, 2000). Ozellikle fungal etmenlerden kaynaklanan hastaliklarin neden
oldugu verim kayiplari bazen c¢ok ciddi boyutlara ulasmakta, hatta sert
cekirdeklilerde agac¢ olumleri ile sonucglanmaktadir (Kayim ve ark, 2015; Kayim ve
ark, 2016; Endes ve Kayim, 2017a). Bunlardan Botryosphaeria cinsi funguslar
Dinyada tropikal ve subtropikal bdlgelerde optimum c¢evre kosullarinda yeterli
glbreleme ve beslemenin iyi olmadigi stres kosullari altinda yetistirilen agaglarin
goévde ve dallarin odun dokusunda ve iletim demetlerinde fonksiyon bozukluguna,
geriye dogru olumlere, yaniklik, ana gbévde ve dallarda zamklanmaya neden
olmaktadirlar (Gure ve ark, 2005; Damm ve ark, 2007; Slippers ve Wingfield, 2007;
Slippers ve ark, 2007; Moral ve ark, 2010; Lynch ve ark, 2013). Bu fungus
grubunun bitkilerde meydana getirdigi hastalilk simptomlari gbévde uzerinde ve
budanmis dallarda sakiz olusumu, odun dokusunda renk degisimi, kabuk
dokusundaki lentisellerin ¢evresinde nekrotik yaralar ve dal yanikliklari seklinde
gOrulmektedir. Botryosphaeria turleri sadece bitki gévdesinde dedil ayrica elma,
limon, avokado, seftali ve erik gibi yumusak ve sert ¢ekirdekli meyvelerde hasat
Oncesi ve sonrasi meyve ¢urlkligine de neden olmaktadir [Thomidis ve ark, 2011;
Lv ve ark, 2012, Awan ve ark, 2016].

Botryosphaeriaceae familyasina bagl bazi tirler eseyli Greme dénemlerini
nadiren olusturmalari nedeniyle bunlarin tanilanmasinda aseksutel (anamorf)
Ureme yapilarindan faydalaniimaktadir. Bu amagla fungusun PDA besi ortaminda
olusturduklari aseksiiel miselin koloni rengi, sekli, olusturduklar konidilerin
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blydkligu, rengi, sekli ve bélme sayilari dikkate alinarak kiiltiirel ve morfolojik
Ozelliklerine gore vyapilmaktadir. Ancak Botryosphaeria tirlerinin 20'den fazla
anamorf cinsinin bulunmasi ve bu anamorf tirler Uzerinden yapilacak tanilama
calismalarinda bazi tirlerde guvenilir morfolojik karakterlerin yetersiz olmasi,
morfolojik karakterlerdeki sekil degisimi ve sekillerin stabil olmamasi genelde yanlis
tanilamaya neden olmaktadir. Ayni cins igersindeki farkli fungus tirleri genellikle
ITS (ribozomal DNA’nin; 18S, 5.8S ve 28S rRNA), B-tubulin, EF1-a vb. genlerin
blyuklikleri stabil olsa da nukleotid dizilimleri agisindan farkhliklar olusturmaktadir.
Bu nedenle tir diizeyindeki ayirimlarda en az bu genlerden iki veya Ggliniin PCR
ile cogaltilarak niikleotid dizilerinin belirlenmesi gerekmektedir (Ogata ve ark, 2000;
Burgess ve ark, 2006; Damm ve ark, 2007; Slippers ve Wingfield, 2007; Slippers
ve ark, 2007; Moral ve ark, 2010; Wang ve ark, 2011; Lv ve ark, 2012; Lynch ve
ark, 2013; Phillips ve ark, 2013).

Bu tez calismasinin amaci, Adana ilinde badem vyetistiriciligi yapilan
bélgelerde adaclarda solgunluk, gelismede durgunluk, yaniklik, dal kurumalari,
geriye 06lim, goévde ve dallarda zamklanma ve sakizlanmaya neden olan
Botryosphaeriacea familyasina ait etmenleri teshis etmek ve Adana ili ve
ilgelerindeki bahgelerde hastalik ve yayginlik oranlarini belirlemektir.

Materyal Ve Metod
Materyal

Hastallk belirtisi gdsteren bitki doku o6rnekleri Adana ili badem
bahgelerinden toplanmistir. infekteli doku érnekleri budama makasi ya da testere
ile 20-50 cm uzunlugunda kesilerek, plastik torbalara alinmis ve d&rnekleme
kaplarinda laboratuvara getirilmigti. Bu Orneklerden yapilan izolasyon
¢alismalarinda, patates dekstroz agar [PDA (200 gr patates, 20 gr glikoz, 15 gr
agar, 1 L distile su)] besi ortami, 100 mg/L tetracycline (Sigma, T3258-5G) (PDA)
veya 100 mg/L streptomycin (Duchefa, S0148.0050) (PDA-str) antibiyotikleri
kullanilmigtir (Lv ve ark, 2012; Lynch ve ark, 2013). Elde edilen Botryosphaeria
izolatlarinin patojenisite testinde, badem agaglarinin 2 yasindaki 1.5-2 cm ¢aph ve
15-20 cm uzunlugundaki kesik dallan ve 1-2 yasindaki tupli meyve fidanlari
kullaniimigtir. Kesik dallar 10 litrelik plastik saklama kabinda iklim odasinda, meyve
fidanlari ise kontrolli sera kosullarinda muhafaza edilmistir.  Botryosphaeria
turlerinin morfolojik ve kulttrel 6zelliklerine gore tanilama ¢alismalarinda PDA besi
ortaminin yani sira %3’lik Yulaf Unu Agar (YUA) (Slippers ve Wingfield, 2007; Lv
ve ark, 2012; Lynch ve ark, 2013) kullaniimigtir.

Molekuler analizler i¢in fungusun tek spor kiiltirlerinden DNA izolasyonu,
modifiye edilmis Cenis (1992) DNA izolasyonu protokoli temel alinarak
gerceklestiriimistir. Botryosphaeria izolatlarinin tir tanisini yapmak ve birbiriyle
genetik benzerligini saptamak icin oligontkleotid primerler ile rDNA'nin ITS
bolgeleri [ITS5/ITS4 (White ve ark, 1990)] ve B-tubulin [Bt2a/Bt2b (Glass and
Donaldson, 1995)] geninin bir kismi ¢ogaltilarak PCR ¢alismalari yartttlmustar.
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Metod
Arazi Sérveyleri, Orneklerin Alinmasi ve izolasyon Calismalari

Arazi soérveyleri Adana ili merkez ve ilgelerinde (Ceyhan, Cukurova,
imamoglu, Karaisali, Sarigam, Tufanbeyli ve Yumurtalik) 2015-2016 yillari arasinda
periyodik olmayan arazi c¢ikislari seklinde gergeklestiriimistir. Calisma tesaduf
Ornekleme ydéntemine gore ilgelere ait toplam agaglarin en az %1’i esas alinarak
gerceklestirilmigtir. Sérvey calismalari Kagar ve Ulusoy'un (2010) bildirdigine gore
Lazarov ve Grigorov (1961)'e gore yapilmistir. Geriye olim, iletim demetlerinde
renklenme, yaniklik ve sakizlanma gibi hastalik belirtisi gdsteren agaclardan bitki
doku 6rnekler alinmis ve bu 6rneklerden fungal izolasyon ve tanilama galismalari
yapilmistir.

Hastalik yayginligini saptamada infekteli bitki dokularindan izole edilen
Botryosphaeria izolatlari dikkate alinmis olup, bir meyve grubunda hastalik
bulunma orani ve bir ilde veya bélgede hastalik yayginhgi belirlenmistir.

Botryosphaeria Cinsi Funguslarin Kiiltiirel ve Morfolojik Ozelliklerine Gére
Tanilama Galigsmalari

Botryosphaeria izolatlarinin konidial 6zelliklerinin belirlenmesi igin bu cinse
ait anamorf tlrlerin PDA besi ortamlarinda olusturdugu konidilerin uzunlugu, eni,
uzunluk/en orani, sekli, rengi ve bélme sayisi dikkate alinmistir. Konidi uzunlugu,
eni ve uzunluk/en oran ortalamasi her izolatin 50 konidi Olgiimi (zerinden
hesaplanmistir.

Botryosphaeria Tirlerinin Molekiiler Analizi

Elde edilen Botryosphaeria tlrlerinin molekdler tanisinda ITS gen bolgesi
(5,85, ITS1, ITS2 ve ribosomal RNA) ve B-tubulin genin belli bir pargasinin
kombinasyonu kullaniimigtir.

Genomik DNA tek spor kultirlerinden elde edilen saf kiltirlerin hiflerinden
elde edilmistir. DNA izolasyonu, Cenis (1992) tarafindan gelistirilen protokol
dikkate alinarak kiiglk degisiklikler yapilarak gergeklestirilmistir.

Botryosphaeria izolatlarini biribirinden ayirt etmek veya yapilan taniyi
desteklemek icin oligonukleotid primer ITS4/ITS5, rDNA’nin ITS bdlgeleri (ITS1,
5.8S ve ITS2)ni ve p-tubulin genini g¢ogaltmak igin PCR calismalarinda
kullanilmigtir (Lynch ve ark., 2013). PCR analizi her bir érnek icin toplam 25 pl
hacimde gerceklestiriimis olup, PCR kokteyli; 10XPCR tampon ¢dzeltiden 2.5 pl,
25 mM MgClz'den 2.5 pl, 10uM primerler, 2 MM dNTP (Fermantas)’'den 2.5 pl, ileri
(ITS5, Bt2a) ve geri (ITS5, Bt2b) primerlerin her birinden 0.5ul, patojen
DNA'sindan 2 pl, Taqg DNA polimeraz enziminden (Fermantas) 0.2 pl ve steril
miliQ sudan (sQHz0 i) 14.3pl olarak hazirlanmigtir. ITS ve B-tubulin primerleri igin
PCR dongusul; baslangic denatlirasyon sicakligi 95°C'de 2 dk ve sonraki 40
dongu icin 95°C'de 30 sn, 55°C'de 45 sn, 72°C'de 90 sn ve son bitis déngusu
72°C'de 5 dak. olarak ayarlanmistir.

Saflagtirilan PCR drinlerinin baz dizilerinin saptanmasi igin Genoks
(ANKARA) firmasindan hizmet alimi ile gergeklestirilmistir.
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Filogenetik Analiz

Botryosphaeria tirleri arasindaki filogenetik iliskiyi incelemek, morfolojik
Ozellikler kullanilarak yapilan patojenlerin tanisini desteklemek veya morfolojik
olarak ayirt edilemeyen tirlerin tanisini yapabilmek igin PCR ile elde edilen ITS ve
B-tubulin genlerinin baz dizileri kullaniimigtir. Bunun i¢in elde edilen PCR Urunleri
cift yonli (5°-3" ve 3"-5") olmak lzere baz dizilimi Genoks firmasi araciligi ile elde
edilmistir. Her bir izolat igin 4 farkli gen dizilimleri elde edilmis olup, toplam 48 adet
iki yonli nikleotid dizilimleri ABI formatinda elde edilmisti. Bu 12 patojen
izolatindan DNA sekans sonuglari NCBI (National Center of Biotechnology
Information) sitesindeki gen verileri ile Blastn programi kullanilarak diinyadaki diger
Botryosphaeria izolatlarinin ITS ve p-tubulin genine ait DNA dizileri ile
karsilastinimis ve Botryosphaeria izolatlarinin tir dizeyinde tanilari yapilmistir.
Buradan elde edilen baz dizileri ile NCBI'daki diger Botryosphaeria izolatlarinin da
gen dizileri alinarak funguslarin akrabalik iligkilerinin belirlenmesi icin MEGA7
filogenetik analiz programi kullanilarak soy adaclari olusturulmustur

Patojenisite Caligmalari

Badem agagclarindan izole edilen Botryosphaeria izolatlari icin, PDA igeren
petrilerde gelistirilen 5 gunlik Botryosphaeria izolatlari, badem agdacinin 20 cm
uzunlugunda kesilen dallara inokule edilmistir

Dallarda gelisen nekrozlarin degerlendiriimesinde kabuk doku bir bistiri ile
kaldinlarak lezyonunun boy uzunlugu ve en genislii mm 06I¢U birimi cinsinden
hesaplanmistir.

Dal kesitlerinde gelisen lezyonlarin buyukligine godre belirlenen en
virulent Botryosphaeria izolatlarindan her bir patojenik tir i¢in 2 izolat secilmis ve
meyve fidanlarinin patojenisite testlerinde kullaniimistir. Her patojenik tur igin 10
meyve fidani kullaniimasi suretiyle Botryosphaeria cinsine ait tdrlerinin meyve
fidanlarina inokulasyonu kesik dal patojenisite testine gore gergeklestiriimis ve
iklim odalarinda 25°C’de 5 ay inklbe edilmistir. Fidanlarin kabuk ve odun
dokusunda olusan belirtiler ve nekrotik alanlar mm &lIgu birimi cinsinden olgulerek
kayit altina alinmistir.

Bulgular ve Tartigma
Sorvey Calismalan ve Hastalik Yayginlik Oranlarinin Belirlenmesi

Adana ilinde badem bahcelerinde Botryosphaeriaceae familyasina bagli
turleri saptamak, tanilamak ve yayginlk oranlarini belirlemek amaci ile 2015-2016
yillari arasinda toplam 30 bahgede sérvey calismasi yuritiimustir. Bu galismada
Adana ilinde yogun olarak badem yetistiriciliginin yapildigi 7 ilgcede sorvey
calismalari yuratulmustir.

Adana iline ait 7 ilgede gergeklestirilen sorvey calismalarinda 3-7 yas
arasi toplam 30 badem bahgesinde agaclarda solgunluk, yapraklarda kiglime,
taglarda seyreklesme, dal kurumalari, gévde ve dallarda sakizlanma, zamklanma
ve geriye dogru 6lim simptomlari agisindan gézlemlenmis ve bu tir agaclar
hastalikh olarak degerlendirilmistir. Hastalik belirtisi géstermesine ragmen patojen
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etmenin izolasyonunun gergeklestiriemedigi badem agaclari Botryosphaeriaceae
familyasina dahil etmenler agisindan temiz oldugu varsayilmis ve bu tip bahgeler
sagliklilar gibi Botryosphaeria cinsine ait turlerle infekteli olmadigi varsayilarak
hastallk orani 0 olarak deg@erlendirilimistir. Sadece Botryosphaeria cinsine ait
turlerin saflastinldigi bahgeler hastalikla bulasik olarak degerlendirilmistir. Buna
gore toplam 30 bahgeden sadece 8 tanesinden Botryosphaeria cinsine ait
patojenler saflastinimis olup, Adana ili icin hastalik yayginlik orani %26.6 olarak
saptanmistir. ilgeler dikkate alindiginda, hastaligin en yogun oldugu bahgeler
Cukurova ilgesinde olup, bunu Karaisali ve Sarigcam ilgelerindeki badem bahgeleri
takip etmistir.

Badem Agagclarinda Olii Doku, Sakizlanma ve Geriye Oliime Neden Olan
Botryosphaeriaceae Tiirlerinin Tanilanmasi
Patojen lzolatlan

Adana ili 7 farkli ilgesinde belirlenen toplam 30 bahgede yapilan sérvey
¢alismalari sonucunda 8 bahgeden 55 farkli badem agacinin gévde ve dallarindan
hastalikli bitki doku 6rnekleri alinarak izolasyon g¢alismalari yapilmigtir. Yapilan
izolasyonlar sonucunda Botryosphaeriaceae familyasina bagli 12 izolat elde
edilmis ve bu izolatlarin iki farkli tiri (Neofusicoccum parvum ve Diplodia seriata)
kultirel, morfolojik ve molekiler analizlere gore saptanmistir.

Morfolojik ve Kiiltiirel Ozelliklerin Belirlenmesi

Calismada izolasyon isleminden sonra hastalikl dokulardan ¢ok sayida
Botryosphaeria turlerine ait fungus kolonileri gelismis ve gelisen bu kolonilerin hif
uglari veya anamorf meyve evlerinden fungus pargasi alinarak alt kulttrler
olusturulmustur. Phillips ve ark (2013)nin ortaya koyduklari tani ydntemleri
dogrultusunda bu izolatlarin morfolojik ve kultirel 6zellikleri belirlenmisgtir.

Diplodia seriata turtiniin kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri

PDA ortami tzerinde hizli gelisme gosteren D. seriata turtne ait 9 izolatin,
25°C’de 7 gunlik inkUibasyon periyodu sonunda koloni ¢aplari 90 mm’ye ulagsmistir.
D. seriata’nin kolonileri baslangi¢ta beyaz renkte gelismis, zamanla misel tim
petriyi kapladiktan sonra hifler yesilimsi gri renge dénusmeye baslamistir. Misel
yaslandik¢a koloni rengi koyulagsmis ve olgunlasmamis anamorf meyve evlerini
(piknidyum) olusturmustur. 15 gunlik inkiibasyon periyodu sonunda D. seriata’nin
miselyumlari koyu yesil (zeytinimsi yesil) renkte oldugu ve piknidyumlarin koloniler
Uzerinde olgunlastigi gézlemlenmistir. D. seriata’nin miselyumu yaslandik¢a (30
gunlik inkubasyon periyoduna sahip koloni) koloni rengi siyaha dénusmustur.
Geng piknidiumlar baslangigta gri, olgunlastikga siyah renge donismis ve ug
kisimlarindan (ostiol) eksudat (salgi) agiga ¢ikmistir. Preparasyon calismalarinda
D. seriata’nin konidileri baglangigta renksiz, fakat olgunlastikga kahverengiye
doénusmektedir. Genel olarak geng veya olgun konidiler bélmesiz ve puriizsiz iken,
yaslandik¢a bazi konidilerin 1 bélme ve hafif plrizlesmeler gésterdigi saptanmistir.
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Konidiler oval, elipsoid (yumurta seklinde) ya da silindirik, u¢ kismi genis, tabani
kesik ve yuvarlak sekillidir.

Farkl izolatlarin ortalama konidi élgimlerine bakildiginda izolatlar arasinda
konidilerin boy ve en uzunluklarinda farkhliklar gézlenmistir.

Neofusicoccuim parvum tiiriiniin kiltirel ve morfolojik 6zellikleri

PDA ortami Uzerinde hizli gelisen N. parvum izolatlari, 25°C’de 4 gunlik
inklbasyon periyodu sonunda koloni ¢gapi 90 mm’ye ulagsmistir. Bu stire igerisinde
N. parvum izolatlari, baslangigta beyaz renkli havai miseller gelistirmis, ilerleyen
zamanlarda miselleri gri, yesilimsi gri, zeytinimsi gri ve yaslandikga siyaha
donusmastir. 15 glnlik inklbasyon periyodu sonunda miselyum renginin gri
yesilimsi veya zeytinimsi yesile donustigu, koloni UGzerindeki havai misellerin petri
kapagina dogru yukarida top seklinde misel kitlesi olusturmustur. Neofusicoccum
cinsi fungus turleri olduk¢a az miktarda piknidiumlar ve buna bagh olarak konidiler
olusturmustur. Mikroskop altinda N. parvum’un olgunlasmamis konidileri, elipsoid,
renksiz ve bdlmesizdir. Konidilerin u¢ kismi yuvarlak ve tabani diiz géranumludar.
Konidiler olgunlastikga kahverengiye dénismekte ve 1 - 2 bélme olusturmaktadir.
Bélmelerin bulundugu kisimlar agik kahverengi olmasina ragmen, u¢ kisimlara
gore daha koyu bir tonda olustugu belirlenmistir. Fungal morfolojik tanilamada
Denman (2003) ve Phillips ve ark (2013)'nin tani anahtarlar kullaniimistir. N.
parvum patojen tirtnin etkiledigi badem (Gramaje ve ark, 2012; Kayim ve ark,
2015) ve diger konukgulardan (Lazzizera ve ark, 2008; Ismail ve ark, 2013;
Adesemoye ve ark, 2014) izole edilen konidiler morfolojik ve buyuklik olarak
biribirine benzer bulunmustur.

N. parvum tarinin D. seriata tirine gdre konidilerinin uzunluk ve en olarak
daha klglk oldugu mikroskobik olarak gozlenmistir. Yapilan incelemelerde
morfolojik olarak N. parvum konidilerinin D. seriata konidilerinden oldukga farkli
oldugu goézlenmigstir. N. parvum konidileri ortadan bdlmeli ve konidi eninin genis en
uzunluguna sahip elips veya flze sekilli bir konidi olusturuken, D. seriata daha ¢ok
silindirik forma yakin ve genellikle tek hicreli koyu kahverengi konidiler
olusturmaktadir. Ayrica konidilerinin hiften kopan kismi adzi kesik koni seklinde
olup, bu kesik koni sekli Diplodia turlerinin spesifik bir 6zelligidir.

Molekiiler Tanilama
Ribozomal RNA’da transkripsiyon olmayan bélgelerin (ITS1, 5.8S ve ITS2) ve
B-tubulin gen pargasinin PCR ile cogaltilmasi

D. seriata’nin 9, N. parvum’un 3 farkli izolatindan elde edilen genomik
DNA’lar ITS ve B-tubulin genlerine ait primerler kullanilarak yapilan PCR
sonucunda c¢ogaltilan DNA fragmentlerinin uzunlugu (White ve ark, 1990)
¢alismasi ile uyumlu olup izolatlar arasinda fark gérilmemistir.

Filogenetik Analiz

Botryosphaeria cinsi anamorf tirlerden Diplodia seriata’dan 9 izolatin,
Neofusicoccum parvum tirtinden 3 izolatin ITS, B-tubulin gen dizileri ayri ayr ve
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her iki gen kombinasyonu birlestirilerek NCBI'dan toplam 10 referans gen dizi
secilmis; 5 D. seriata, 4 N. parvum izolatlari ile eslestiriimis ve bir adet patojen
etmene genetik olarak uzak olan Diatrypella verruciformis dis grup olarak eklenmis
ve soy agaclari dendogramlari elde edilmistir.

Patojenisite Caligmalari
Kesik Dal Patojenisite Testi

Bademin kesik dallari N. parvum izolatlarina karsi daha duyarli oldugu,
saptanmistir. Virulenslik seviyeleri Diplodia seriata izolatlari arasinda ciddi farklilhk
goriimustar.

Fidan Patojenisite Testi

Dal patojenisitesinde nekroz uzunludu ac¢isindan en uzun lezyon olusturan
izolatlardan her bir tir igin iki izolat segilmis ve bu izolatlar ile fidan patojenisite testi
yapilmis ve 5 ay sonra yapilan degerlendirmeler sonucunda N. Parvum tartnin D.
seriata tirtine gére daha virllent oldugu belirlenmistir.

Kesik Dal ve Fidan Patojenisite Testinde Patojen izolatlarin Re-izolasyon
Oranlari

Badem dallarinda N. parvum ve D. seriata izolatlari ile yapilan patojenisite
testi sonuglari alindiktan sonra Koch postilatina gére etmenin tekrar izole edilerek
ayni patojen oldugunu dogrulamak amaci ile patojenisite testi uygulanan tim kesik
dallarin nekrozlu dokularindan tekrar etmen izolasyonlari yapiimig, tim etmenler
nekrozlu dokulardan tekrar izole edilmis olup, Koch postilatina gére bu izolatlarin
badem agacinda patojen oldugunu dogrulamistir.

Sonuglar Ve Oneriler

Botryosphaeriacea familyasina bagli Botryosphaeria cinsi patojenlerden
Neofusicoccum parvum ve Diplodia seriata 2009-2013 yillari arasinda Adana ili
badem agaclarinda solgunluk, gévde ve dallarda kuruma, zamklanma, sakizlanma
ve sonrasinda geriye 6limle sonuglanan hastaliklara ve bunun sonucunda birgok
badem agacinin sékilmesine neden olmustur. Hastaligin Ulke ¢apinda ayni anda
bircok farkli konukguda benzer sekilde gérulmesi, badem agaclarinda hastaligin
yayginlidinin saptanmasi, etmenin tanilanmasi ve uygun mucadele stratejilerinin
gelistiriimesi acgisinda bu c¢alisma yapilmistir. Bu amagla Adana ili badem
agaclarinin hastalikla bulasiklik ve yayginlik oranlari Adana ili ve ilgeler icin
arastinimistir. Elde edilen sonuclar maddeler halinde agagida siralanmigtir.

1- Adana ili kapsaminda toplam 30 badem bahgesi icin hastalik yayginhgi
%26.6 olarak saptanmistir. ilceler dikkate alindiginda Gukurova ilgesindeki
tim badem bahceleri hastalik etmenleri ile bulasik oldugu, hastalik
bulunma orani ise bahgelere goére farklilik géstermekte olup, %0.8’den
%25.5’e kadar degismistir.

2- Sorvey yapilan 30 bahgeden 8'i Botryosphaeria cinsine ait iki tir olan;
Neofusicoccum parvum ve Diplodia seriata etmenleri ile bulasik oldugu
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g6zlenmis ve N. parvum igin 3, D. seriata i¢cin 9 patojen izolati infekteli
odun dokularindan PDA besi ortami Gzerinde saflastiriimistir.

3- Bu izolatlarin hepsi morfolojik tanilama calismalarinda kullaniimis ve her
tirin Kaltarel 6zellikleri PDA besi ortaminda belirlenmis ve morfolojik
yapilart mikroskop altinda incelenerek, 50 konidi Uzerinden konidi
bayuklikleri en, boy, boy/en olmak zere minimum, maksimum ve medial
Olclleri hesaplanmistir. D. seriata konidileri hem sekil hemde bulyuklik
olarak N. parvum konidilerinden oldukg¢a farkli morfolojik yapiya sahip
oldugu hem mikroskobik hem de konidi élgimleri ile gdsterilmistir.

4- Elde edilen 12 izolatin ITS ve B-tubulin gen dizileri elde edilmis ve BLASTn
analizi ile gen bankasindaki diger turlerle karsilastiriidiginda %100
nikleotid dizi homojinitesi gostermisgtir.

5- |ki farkli patojen tiiriine ait 12 izolat Ferragnes badem cesidinin kesik
dallari Uzerinde yapilan patojenisite sonucunda N. parvum izolatlari daha
virulent bulunmustur. D. seriata izolatlarinin virulenslik diizeyleri arasinda
ciddi farkhliklar gézlenmistir.

6- Kesik dal patojenisite testinde en virulent 2’ser izolat her bir tir igin
secilmis ve fidan patojenisite testinde kullaniimistir. Yapilan inokulasyonlar
5 ay sonra sonunda da N. parvum izolatlar D. seriata izolatlarindan daha
genis lezyon alani olusturarak diger tlrln izolatlarina gére daha virulent
bulunmustur.

7- Patojenisite testleri sonucunda tim dokulardan etmenler en az %66.7 ile
en fazla %96 oraninda tekrar saflastirilmis ve Koch postilatina gére
etmenlerin patojenik oldugu kanitlanmistir.
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