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Ekonomik olarak 6nemli bir paya sahip olan Antepfistigi (Pistacia vera L.) agag gévdelerinde
¢atlamalara ve ani kurumalara yol agan ve yeni bir fungal hastalilk etmeni olan
Neoscytalidium novaehollandiae, Tirkiye’'de ilk kez Glineydogu Anadolu Bolgesi’'nde rapor
edilmistir. Bu c¢alismada, Sanhurfa ili Karakoprii, Bozova, Birecik, Halfeti ve Ceylanpinar
ilcelerinin Antepfistigi yetistiriciligi yapilan alanlarinda 25 kdy ve 75 bahgede survey yapilarak
bolgede bulasiklk orani tespit edilmistir. Survey yapilan bes ilgenin ortalama bulasiklik orani
% 35.88 olarak bulunmustur. Bulasiklik orani sirasi ile Bozova % 43.68, Birecik % 39.34,
Ceylanpinar % 36.07, Karakopri % 32.25 ve Halfeti % 28.07 olarak belirlenmistir. Survey
sirasinda infekteli olan agaglarin gévde ve dallarindan 6rnekler alinmis ve PDA ortaminda
izolasyonlar yapilmistir. izolasyon sonucunda gelisen fungal etmen saflastiriimis,
mikroskobik olarak incelenmis, molekiler olarak ITS (Internal Transcribed Spacer), ACT
(Actin gene), LSU (Long Sub Unit) ve SSU (Small Sub Unit ) gen bolgesi primerleri kullanilarak
PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile genetik karakterizasyonu ortaya konmus ve sekans
analizine gonderilmistir. Elde edilen niikleotid dizileri GenBank’ta (ITS icin erisim numarasi:
OL455801 ve LSU igin erisim numarasi: OL589617) kaydedilmistir. Sekans ve filogenetik
analizler sonucunda ITS ve LSU gen bodlgesi dizi verilerine gore hastalig§in Neoscytalidium
novaehollandiae etmenine % 99 ila % 99.9 benzer oldugu tespit edilmistir. ACT ve SSU gen
bolgesi icin benzerlik oranina bakilmis fakat gen bankasinda bu gen bdlgeleri i¢in herhangi
bir kayit bulunmadigindan ACT ve SSU gen bolgeleri ile herhangi bir degerlendirme
yapilamamistir. Hastalik etmeninin daha ¢ok yasli agaclarda ciddi enfeksiyonlara yol actigl
belirlenmis ancak yeni gelisen agaclarin da tehlike altinda olacagi degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pistacia vera L., Neoscytalidium novaehollandiae, Gévde clrikligi, PCR.

ABSTRACT

Neoscytalidium novaehollandiae, a new fungal disease causing cracking and sudden drying
out in trunks of Pistachio (Pistacia vera L.), which is economic importance, was reported for
the first time in the Southeastern Anatolia Region of Turkey. In this study, infestation rate
was determined in 25 villages and 75 orchards in the Pistachio growing areas of Sanliurfa
province Karakoprii, Bozova, Birecik, Halfeti and Ceylanpinar districts. The average
infestation rate of the five districts surveyed was found to be 35.88%. The rate of infestation
was determined as Bozova 43.68%, Birecik 39.34%, Ceylanpinar 36.07%, Karakoprii 32.25%
and Halfeti 28.07%, respectively. During the survey, samples were taken from the trunk and
branches of the infected trees and isolated in PDA medium. The fungal agent was then
purified, examined microscopically, and molecularly determined by PCR (Polymerase Chain
Reaction) using the gene region primers of ITS (Internal Transcribed Spacer), ACT (Actin
gene), LSU (Long Sub Unit) and SSU (Small Sub Unit). The genetic characterization was
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demonstrated and sent for sequence analysis. The resulting nucleotide sequences were registered in GenBank (accession
number OL455801 for ITS and accession number OL589617 for LSU). As a result of the sequence and phylogenetic
analysis, the fungal agent was verified and found to be as close to Neoscytalidium novaehollandiae with 99% to 99.9%
similarity according to ITS and LSU gene region sequence data. The similarity ratio was checked for the ACT and SSU gene
regions, however, since there were no records for ACT and SSU genes regions in the gene bank, therefor, no evolution
was made. It has been determined that the disease agent causes serious infections mostly in old trees, however, newly

developing trees could be under threat.

Key Words: Pistacia vera L., Neoscytalidium novaehollandiae, Stem rot, PCR

Giris

Anacardiaceae familyasina mensup olan
Antepfistigl (Pistacia vera L.) ekonomik 6éneme
haiz bir bitkidir (Yavuz, 2016). Antepfistiginin
meyvesi icerdigi proteinler, antioksidantlar,

aroma, vitamin ve minerallerce zengin
oldugundan gida sektoriinde 6nemli bir yere
sahiptir (Arpaci, 2010). Glney ve kuzey yarim
kirelerin 30-45° paralelleri arasinda yetisebilen
Pistacia tirlerinin Anadolu’da ilk kiltiire alindigi
yer Etiler olarak bilinir (Agar, 1997; Hashim ve ark.,
2018). Ulkemizin de Gen Merkezini olusturdugu P.
vera tirlerinin istatistiklere yansiyan rakamlara
ulkede

yetistiriciligi yapilmaktadir (Yavuz ve ark., 2016).

gore Dinyada vyaklasik olarak 21
Dinyada toplam Antepfistig tretimi 1.375.770
tondur. Bu dretimin % 96 ik payini sirasiyla
551.307 ton ile % 40 oraninda iran, 447.761 ton
ile % 33 oraninda ABD, 240.000 ton ile % 18
oraninda Turkiye, 74.000 ton ile % 5'lik bir paya

sahip olan Cin almaktadir (TUIK, 2018; FAO, 2018).

Ulkemizde Antepfistigi Uretim miktari 2019
verilerine goére 85.000 tondur. (Tarim ve Orman
Bakanligl, 2020). Tirkiye’'de  Antepfistigi

yetistiriciligi yogun olarak Gilineydogu Anadolu
Bolgesi'nde gerceklesmektedir (Anonim, 2017).
TUIK
Antepfistigl Gretiminde toplam payin % 37.6’sini

istatistiklerine gore 2019 vyili Tirkiye
karsilayan Sanliurfa ili birinci sirada yer almaktadir
(TUIK, 2019).
Antepfistiginda gozlemlenen fizyolojik
problemlerin yani sira, biyotik faktorler de dnemli
sorunlara sebebiyet vermektedir (Eskalen ve ark.,
2001; Kaplan ve ark., 2018; Kaplan, 2019; Aydin,
2019).

geriye dogru

Ornegin, genellikle

bitkilerde

Botryosphaeriae,
O6lime ve odunsu

26

kanserlere yol agan, kozmopolit dagilima sahip
olan zengin bir familyadir (Barr, 1987; Crous ve
2006; 2007).
Botryosphaeriae mensup

ark., Slippers ve Wingfield,

familyasina ve
Neoscytalidium cinsine ait olan Neoscytalidium
dimidiatum tari ilk olarak 2006 yilinda Crous ve
Slippers tarafindan tanimlanmis ve bu cinse ait
turler septali havai misel varligi ile karakterize
edilmistir (Crous ve ark., 2006). Daha sonra Pavlic
ve ark. (2008) Neoscytalidium novaehollandiae
tirinli baobab bitkisi ile iliskili funguslari ve
Avusturalya’nin kuzeybatisindaki endemik agag
turlerini arastirirken kesfetmislerdir.
Neoscytalidium novaehollandiae son zamanlarda
gibbosa,

Crotalaria medicaginea ve Grevillia agrifolia’nin

Adansonia Acacia  synchronica,
bir endofiti olarak Kuzey-Bati Avustralya’da tespit
edilmistir (Pavlic ve ark., 2008). Neoscytalidium
bu N.

novaehollandiae sayida

cinse olan
(Pavlic)

konukguda hastaliklara neden olan gogunlukla

cinsleri ve mensup

tard  ¢ok
aseksliel Ureyen, yavas gelisen bir fungustur
(Crous ve ark., 2006). Neoscytalidium’a ait olan
turler tropikal ve subtropikal iklim bdlgelerinde
endemiktir (Dunn ve ark., 2003).

Kaltir

morfolojik ve mikroskobik olarak cok benzeyen N.

ortaminda, N. dimidiatum tirine
novaehollandiae, ilk basta hiyalin olusturabilir
fakat kisa strede koyu kahverengi ila siyahimsi
hale gelen pamuksu, hizli blylyen koloniler
gelistirir. Genelde elipsoidal silindirik olarak hem
hiyalin hem de koyu renk pigmentli artrokonidia
Uretilir (Singler ve ark., 1997; Crous ve ark., 2006;
Pavlic ve ark., 2008).

Neoscytalidium cinsi daha 6nce tim diinyada
genis bitki
konukgularinda rapor edilmistir (Von Arx, 1987;

cografi bolgelerde,  cesitli
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Farr ve Rossman, 2018). Ornegin, Avustralya’da
mango olumd ile iligkili olan N. novaehollandiae
rapor edilmis, hastahgin ciddi ekonomik kayiplara
yol actigi belirlenmistir (Ray ve ark., 2010).
Botryosphaeriae familyasindan
Neoscytalidium cinslerine ait bdlgemizde ve
Tirkiyede yeni gorilen N. dimidiatum (Dervis ve
ark., 2019) ve N. novaehollandiae (Kurt ve ark.,
2020) adinda iki fungus tlirinin Antepfistig
yol actig
edilmistir. Glineydogu Anadolu Bdlgesi'nde N.

agaclarinda problemlere tespit
dimidiatum’un domates bitkisinde yesil aksamda
yanmalar ve ozellikle kok igi nekrozlari gibi
belirtilere yol agtigi rapor edilmistir (Tlirkdlmez ve
ark., 2019). Benzer sekilde, Manisa ve Gaziantep
illerinde asma bitkisinde, dal kanseri ve geriye
dogru 6lim (Akgll ve ark., 2020), ve 2019 yilinda,
Diyarbakir ili badem agaglarinda yaprak
sararmasi, dal kurumasi gibi gévde hastaliklari
(Oren ve ark., 2020), ve yine 2019 yilinda Trabzon
belirtilerin N.

novaehollandiae etmenitarafindan olusturuldugu

hurmasinda dal kurumasi gibi
rapor edilmistir (Oren ve ark., 2020).

hastalik N.
novaehollandiae ile ilgili olarak ilk rapor Kurt ve
ark. (2020) tarafindan bildirilmistir. S6z konusu
hastaligin

Antepfistiginda olusturan

heniz
de
bblgemizde bu hastalik etmeni ile ilgili kapsaml

mucadele olanaklari

arastinilmamis  hem  llkemizde hem

calismalar  yapilmamistir.  Ayrica  hastaligin
epidemiyolojisi ve micadele olanaklari da
oncelikle c¢alisilmasi gereken konular olup

etmenin yil icindeki poptlasyon gelisimi, hastalik

indeksinin  hangi doénemlerde arttigl, hangi

simptomlarla kendini belli ettigi, ilk inokulum

kaynaklarinin  neler oldugu tam olarak

bilinmemektedir. Hastaligin seyri konusunda

yeterli bilginin olmayisi nedeni ile, miicadele
metodunun olusturulmasinda sikintilar
bu

Sanhurfa ili Antepfistigi lretim alanlarinda N.

yasanacagl ongorilmus, nedenle heniiz
novaehollandiae etmeni 6nemli problem teskil
etmeden hastalik etmeni ile ilgili bilgi birikiminin
saglanmasi gerekmektedir.

Bu

alanlarinda N.

calismada, Sanlurfa ili  Antepfistigi

novaehollandiae’nin  bulasiklik
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oraninin belirlenmesi, etmenin morfolojik ve
molekiler tanilanmasi, sekans ve filogenetik
analizlerinin yapilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Yontem

Neoscytalidium navaehollandiae’nin izolasyonu
ve morfolojik karakterizasyonu

Sanlurfa ilinin Karakopri, Bozova, Birecik,
Halfeti ve Ceylanpinar ilgelerinin yogun olarak
Antepfistigl yetistiriciliginin yapildigi bahgelerde
agaclarin govde ve dallari gozle kontrol edilerek

(agagc sayisi/dekar) incelenmistir (Cizelge 1).
Ornekleme, ilceleri temsil edecek bicimde
etmenin simptomlarina bakilarak yapilmistir.

Survey c¢alismasinda her 5 km’de bir durularak yol

Uzerindeki bahcgelerden goézlem vyapilmistir.
infekteli agaclar sayilarak bahge icin % bulasiklik
orani belirlenmistir (Aksoy, 2002). Antepfistig
govdesinde veya dallarinda gatlamalar ve siyahi
renk alan agaclar pozitif olarak
degerlendirilmistir. izolasyon icin her bahgenin
sinirindaki ilk sira agaglar atlanarak, bahgenin
farkli istikametlerinde bulunan tesadifi olarak
kabuk

catlamalari ve kanserli yaralarindan ornekler

secilen agaclarin kabuk alti nekrozu,

alinmistir. Ornekler etiketlenerek buz kaplari
(+4-6  °C)
Orneklerdeki belirtiler birbirine cok benzedigi icin

icinde laboratuvara getirilmistir.
Karakopri ilcesinden 5, Bozova ilcesinden 10,
Birecik ilcesinden 10, Halfeti ilcesinden 7, ve
Ceylanpinar ilgesinden 5 6rnek secilmistir.
izolasyon icin alinan érnekler kiigiik pargaciklar
(2-4 mm) halinde kesilmistir. Daha sonra % 1 lik
NaOCl 1 dakika

sterilizasyonu yapilmistir. Sterilize edilen dokular

solisyonu icinde ylzey
steril saf suda 3 kez durulandiktan sonra %70 lik
ethanol icinde de birka¢ kez daldiriip 3 kez saf
sudan gegirilerek steril kurutma kagitlar Gzerinde
kurutulmak Uzere 25-30 dakika bekletilmistir.
Kuruyan dokular, antibiyotik (tetracycline 12 mg L
1) eklenmis olan Patates Dextroz Agar (PDA) besi
ortami iceren Petri kaplarina alinmistir
(Michaillides ve ark., 1992). Daha sonra Petri
25 °C sicaklikta 5-7 gun karanlikta

Bu

kaplari

inklibasyona birakilmistir. siire sonunda
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gelisen ¢ok sayida fungal izolat saflastirilmistir. Saf
kaltiur elde edebilmek igin kolonilerden tek hifli
PDA besi
aktarlmistir. Tim izolatlar daha sonra +4 °C’de 3-

uclar ve sporlar vyeni ortamina
4 ay alt kiltirde muhafaza edilmistir. Uzun sireli
patojen kiltirlerini saklamak igin % 15’lik gliserol
solusyonundan 500 pL alinip Eppendorf tiplere
aktarilmistir ve etmenden bir parga hif veya bir
miktar spor alinip tliplere konulmustur. Tipler
etiketlenerek -20 °C’ de saklanmistir.

Saf olarak gelisen koloninin rengi, gelisme sekli,
pigment olusumu ve gelisme hizi gibi makroskobik
Mikroskobik

incelemelerde ise hif ozellikleri, eseysiz spor

ozellikler incelenmistir.
olusumu, eseyli spor yapilarinin varligl, konidi

olusum sekli, rengi, septa ve misel varlig
incelenmis ve konidi ve misel boyutlari OLYMPUS
BX5

hesaplanmistir. Neoscytalidium novaehollandiae

arastirma  mikroskobu  yardimi ile
etmeninin iki hticreli konidia ve arthrokonidiasi
Pavlic ve ark. (2008)'nin tanimlarina gore
kaydedilmis, ilgili bitki parcalarinin alindigi doku

cesidi kaydedilmistir.

Neoscytalidium novaehollandiae’nin  molekiiler
karakterizasyonu

Elde edilen saf fungus kultirlerinden total DNA
(1992)’in
izolasyon yonteminde bazi kiigiik modifikasyonlar

izolasyonu Ahrens ve Seemdiiller
yapilarak total niikleik asit izolasyon protokoliine
gore yapilmistir. Neoscytalidium novaehollandiae
izolatlari ITS (Internal Transcribed Spacer) gen
boélgesi icin ITS1 (5 -TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3)
- ITS4 (5 -TCCTCCGCTTATTGATATGC-3 ) primerleri
(White ve ark., 1990), ACTIN gen bdlgesi igin
ACT512 (5-ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC-3) -
ACT783 (5-TACGAGTCCTTCTGGCCCAT-3)
(Carbone ve Kohn, 1999), LSU (Long Sub Unit) gen
boélgesi icin LROR (5 -ACCCGCTGAACTTAAGC-3') -
LR5 (5-TCCTGAGGGAAACTTCG-3) (Vilgalys ve
Hester, 1990) ve SSU (Small Sub Unit) gen bolgesi
icin NS1 (5-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3') - NS4
(5 -CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3) (White ve ark.,
1990)

yapilmistir.

kullanilarak PCR analizleri
icin PCR

primerleri

Adlari gecen primerler
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kosullari ve programi, Camele ve ark. (2005)'na
gore gergeklestirilmistir. DNA amplifikasyonunda,
her bir reaksiyon igin 5uL 10X enzim buffer, 1 pL
10 mmol L1 dNTP (di niikleotid trifosfat), 50 mmol
L't MgCly, 1 pL primer, 0.25 uL Tag DNA polimeraz
ve 1 uL (ng) DNA ve lzerine 35.75 pL steril saf su
ilave edilerek toplam karisim hacmi 50 plL olacak
sekilde hazirlanmistir. PCR amplifikasyon kosullari
icin, 95°C'de 3 dakika baslangi¢c denatiirasyonu,
95 °C'de 1 dakika denatiirasyon, annealing
sicakhgi ITS icin 55 °C'de 1 dakika, LROR-LR5 ve
NS1-NS4 igin 52 °C’'de 1 dakika, ACT512F-ACT78R
primerler cifti icin 60 °C'de 1 dakika, 72 °C’'de 1
dakika uzama ve final adimi olarak 72 °C’de 10
dakika son uzama olarak belirlenmistir. Agaroz Jel
Galitelli
gore gergeklestirilmistir.

elektroforezi Minafra
(1994)'ya
transilluminator ile kontrol edilip ITS, ACT, LSU ve
SSU gen bolgelerine ait bant boyutlari ve
PCR ve

elektroforez calismalarindan sonra fungus tiri

¢alismasi ve

Sonuglar

goruntileri sirasiyla elde edilmistir.
acisindan pozitif olarak saptanan 6érneklerinden
birer adet ITS1/1TS4, LROR/LRS5,
ACT512F/ACT783R, NS1/NS4 primerleri
cogaltilan Urlnler sekans analizi icin MEDSANTEK

ile

firmasina génderilmistir. Diziden gelen 6rneklerin
forward ve reverse dizileri Bioedit programi (Hall,
1999) yardimi ile birlestirilmis ve tek bir dizi elde
edilmistir. Gerekli diizenlemeler yapildiktan sonra
MEGAX 2016)
kullanilarak dizi hizalamasi (Clustal W) yapilmistir

(Kumar ve ark., programi

(Thompson ve ark., 1994). Elde edilen diziler gen
BLAST
yapiimistir. Daha sonra elde edilen dizilerin gen

bankasinda kayith olan diziler ile
bankasindaki izolatlarla benzerlik karsilastiriimasi
yapitimistir. Son olarak elde edilen diziler ile
filogenik aga¢ olusturularak diinyadaki diger N.
novaehollandiae tirleri ile olan benzerlikler ve

farklihklar ortaya konmustur.
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Patojenisite testi ve reizolasyon

Patojenisite testleri icin Antepfistigl bitkisinin
govde aksamlarindan izole edilen ve saflastirilan
izolatlardan birer tanesi patojenisite calismalari
icin kullanilmistir. Bunun igin 2 yasinda 3 adet asih
saglikh Antepfistigi fidani kullaniimistir. iki fidanin
govdesi % 70’lik etanol ile dezenfekte edilerek
govde merkezinin kabugu steril bir mantar delici
(0.5 cm) ile kaldirilmis ve saf fungus kiltirinden
bir disk alinip olusan kuyucuga konulmus ve Uzeri
bantla sarilmistir. Fungus asilamasi igin asl
noktasinin alt ve Ust kisimlari da yaralanarak iki
noktadan inokulasyon yapilmistir. Kontrol igin
kullanilan iki yasindaki bir adet asili Antepfistig
fidani ise steril PDA’dan alinan diskler ile ayni
sekilde inokule edilmistir. Fidanlar daha sonra 24
°C'de % 80 nem igeren iklimlendirme odasinda
simptom belirtileri goriliinceye kadar bekletilmis
gerekli bakim ve sulama islemleri yapilmistir.
inkubasyon sonucu ortaya cikan lezyonlardan
tekrar izolasyonlar yapilarak (Koch postulati)
etmenin varligi  kontrol

edilmistir.  Ayrica

govdelerden elde edilen izolatlar 10% spor mL?
yogunlugunda hazirlanarak sera kosullarinda
3 adet Antepfistig
govdelerindeki lentisellere de puskirtilmustir.

secilmis olan agacinin
Kontrol olarak ise 1 agaca sadece steril su

puskirtilmustir. Bu govdelerden vyl boyu
ornekler alinarak periyodik araliklarla hastaligin

seyri takip edilmistir.

Arastirma Bulgulari ve Tartisma

Fungus izolasyonu ve morfolojik karakterizasyonu
incelenen
5-35 vyas
araligindaki agaclarda, gévde ve dal nekrozlari,

Survey calismalari  sirasinda

Antepfistigi  Uretim  alanlarinda
zamk akintisi ve gévdede meydana gelen derin
kabuk alti

nekrozlari, dal kurumalari, dallarda yaniklik ve

catlamalar, govde ve dallarda
kanserli dallarin iletim demetlerinde kararmalar
ve geriye dogru olim seklindeki belirtiler

gozlemlenmistir (Sekil 1).

Sekil 1. Survey sirasinda tespit edilen hastalik belirtileri, a: geriye dogru 6lim, b: gbvde ylzeyinde
catlamalar, c: kabuk alti nekrozu, d: iletim demeti kararmalar

Figure 1. Disease symptoms detected during the survey, a: retrograde death, b: cracks on the stem
surface, c: subshell necrosis, d: darkening of the vascular bundle

Sanhurfa ilinin Karakoprl, Halfeti, Bozova,
Birecik, Ceylanpinar ilcelerinde toplam 4.444 da
alanda survey yapilmistir. Hastalik etmeninin bu

29

ilgelerdeki toplam bulasiklik orani % 35.88 olarak
belirlenmistir (Cizelge 2).
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Cizelge 2. Sanhurfa Antepfistigi Gretim alanlarinda Neoscytalidium novaehollandiae hastaliginin bulasiklik orani (%)
Table 2. infestation rate of Neoscytalidium novaehollandiae disease in Sanliurfa pistachio production areas (%)

ilce Toplam Toplam Toplam Toplam infekteli Bulasiklik
District Arazi incelenen incelenen incelenen Agac Orani (%)
Alani Bahge Arazi alani Agac Sayisi Sayisl Infestation
(dekar) Total (dekar) Total Number of Rate (%)
Total Surveyed Number of Infected
Land Orchards Surveyed Examined Trees
Area Land area Trees
(acres) (acres)
Karakopru 5401 19 228 5244 1691 32.25
Bozova 309862 23 315 7245 3165 43.68
Birecik 390271 17 206 4738 1864 39.34
Halfeti 190500 11 195 4485 1259 28.07
Ceylanpinar 41857 15 3500 80500 29036 36.07
Toplam 937891 75 4444 102212 37015 35.88
Total
Hastallk  belirtisi  gosteren  Antepfistigl glinde tamamen Petri kaplarini kaplamis ve ilk

agaclarinin govde ve dallarindan hastaliga neden
olan N. novaehollandiae etmeni izole edilmistir.
izolasyon sonucu kiltiir ortaminda fungal
etmenin misel yapisi havai, beyaz ve yogun tiyli
olup daha sonra fungusun gelisimine goére zaman
icinde griden siyaha donlsen kiltlrler haline

gelmistir. Sekil 2’de de goruldigi gibi fungus 3

basta beyaz gelisen hifler 5. giin ve sonrasinda
koyu griden tamamen siyaha donmistiir. Miselyal
yapilarin goérintileri ve gelisimleri, Kurt ve ark.
(2019)'nin  Antepfistiginda rapor ettikleri N.
novaehollandiae etmeni ile uyum icinde olup
olarak benzer gelisim

etmen  morfolojik

gostermistir.

Sekil 2. Neoscytalidium novaehollandiae hastalik etmeninin PDA ortaminda 3 ginlik
gelisimi a: 6n ylzl, b: ters ylizi, c: 5 glinlik gelisimin 6n ylzd, d: ters yizi

Figure 2. 3-day development of the disease agent Neoscytalidium novaehollandiae in
PDA medium a: front, b: back, c: front side after 5-day development, d: back

side after 5-day development
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Yapilan survey calismasinda tim bahgeler
bulasik olarak saptanmistir. Hastalik en fazla %
43.68 ve % 39.34 oraninda Bozova ve Birecik
ilgelerinde saptanmistir. En distk bulasiklik orani
Bu kadar
yuksek oranda bulasiklik ve yayginlik oranlarinin

ise Halfeti ilgesinde kaydedilmistir.
sicaklik ile ilgili oldugu distiniilmektedir. Ornegin,
Neoscytalidium dimidiatum fungal etmeni en fazla
yari kurak ve tropikal bolgelerde o6zellikle elma,
kayisi, turuncggil, erik, incir, pithaya ve kavak
bitkilerinin yetistiriciliginin yapildigi alanlarda
gorilmektedir (Oren ve ark., 2001; Sadowsky ve
ark., 2007; Polizzi ve ark., 2009; Ray ve ark., 2010;
Chuang ve ark., 2012;). Yine N. dimidiatum
Kaliforniya’da Ficus sp., Juglans regia ve Prunus
amygdalus gibi odunsu bitkilerde rapor edilmistir
(English ve ark., 1974; Inderbitzin ve ark., 2010;
Chen ve ark., 2013). Bu bolgenin de sicaklik ile
edildigi hastalik

etmeninin virllensligi ve yayilmasinda sicakhigin

karakterize dislnlirse,
etkisi ortaya ¢tkmaktadir.

Sanlurfa ilinde 30 °C’nin Uzerinde vyiksek
sicakhigin bulunmasi hastaligin bulunma sikhgini
arttirdigi distindlmektedir. Nitekim Sadowsky ve
(2007) 34 °C’nin
Scytalidium solgunlugunun turuncgillerde arttigini

ark. tzerindeki sicakhgin

rapor etmislerdir. Bununla birlikte bdlgemizde

Antepfistiginda hastaligin  gelisimine sadece

sicakhgin  degil ayni  zamanda  konukgu
duyarlihginin da etki edebilecegi bu bilgiler 1siginda
distnulmektedir. Bu nedenle hastalik etmeninin
diger abiyotik stres faktorleri ile bulunmasi
durumunda Antepfistiginda N. novaehollandiae
etmeninin sebep oldugu belirtilerin daha etkin
olarak goérilmeye baslanacagr ongorulmektedir.
Benzer bicimde vyiksek sicaklik ve konukcu
de

Bortyosphaeriaceae familyasina ait hastaliklar

duyarhliginin turuncgillerde

arttirdig1 Kaliforniya turuncgil bahcelerinde rapor
(Leavitt 1990; Urbez-Torres 2011;
Adesemoye ve ark., 2014). Ornegin, Rolshausen ve

edilmistir

ark. (2013) Glney Kaliforniya bolgesinde yari kurak
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alanlarda vyetistirilen N. dimidiatum etmeninin %
15 oraninda bulasiklik géstermesine ragmen,
sicakhgin hastalik etmenini lzerine etkisinin
olabilecegi duslintlerek, hastalik
epidemiyolojisisinin periyodik olarak belirlenmesi
Uzerine durmuslardir. Benzer sekilde, bélgemizde
tespit edilen N. novaehollandiae hastalik etmeni
de Bortyosphaeriaceae familyasina ait olan bir
diger tlr olup abiotik stres faktorleri ile etkinliginin
artacagi duslintilmekte, % 28-43 oraninda degisen
bulasikhk oranlarinin daha da artacagi ve hastalik
siddetinin daha

ongoriulmektedir.

belirgin olarak hissedilecegi

Neoscytalidium novaehollandiae etmenine ait

mikroskop incelemeleri sonucunda misellerin
septall veya septasiz halde geliserek melaninsiz bir
yap! gosterdigi ve ayni zamanda melaninsiz geng
septasiz  bir vyapi
belirlenmigstir. Melaninsiz yapidaki konidia boyutu
7.89-4.68 x 3.58-1.92 um (ortalama 6.63-2.81

um) olarak olcilmistiir. Etmene ait konidilerin

misellerin  de olusturdugu

olgunlasmasi ile birlikte enine bolinmus bir cizgi
seklinde septali kalin duvarli ve hiyalinli yapilar
olusmustur. Yeterince olgunlagsmis olan konidia ve
artrik zincirler de, melanin sentezi ile birlikte koyu
kahverengi bir renk almis ve Sekil 3’teki gibi
konidia, elipsoidal veya ¢cubuk yapisinda olup 0-1
septali olusum gostermistir. Bu olgun konidilere ait
Olclimler ise 7.9-3.49 x 6.20-1.51 um (ortalama
5.56-2.52 um) boyutlarinda hesaplanmistir. Ayni
zamanda gen¢ miseller de ilk basta septasiz
granilli yapida iken, misel yaslanmasi ile birlikte
¢ok sayida enine yapilar olusturarak septali hale
Kurt (2019)’nin
Antepfistiginda rapor ettikleri N. novaehollandiae

blrtinmiustar. ve ark.

etmenine ait konidi boyutlari ve mikroskop
gorlntdleri ile bizim calismamiz uyum icinde
bulunmakta olup geng yapidaki konidia 4.5-10.4 x
2.6-3.6 pm boyutlarinda iken olgun konidia
7.2-11.3 x 2.9-3.5 um boyutlarinda

Olclilmuslerdir.

yapilari



Kiling ve ark., 2022. Harran Tarim ve Gida Bilimleri Dergisi, 26(1): 25-39

) melaninsiz geng miselleri; b) melaninli, kalin

duvarli, septali olgun artrokonidia varligi; c) artrik misel olusumlari
Figure 3. a) young melanin-free mycelium of the agent Neoscytalidium novaehollandiae; b) the
presence of thick-walled, septate mature arthroconidia with melanin; c) artic mycelial

formations

Fungus, piknidial ve miselyal anamorflarinin
tanimina dayanarak N. novaehollandiae Pavlic, T.
J. Burgess, & M. J. Wingf (Philips ve ark., 2013)
olarak  tanimlanmistir.  Survey  g¢alismalari
sonucunda elde edilen ve birbirlerine benzeyen
izolatlarin morfolojik incelenmesi sonucunda
etmenin N. novaehollandiae ile uyumlu oldugu
N.

morfolojik olarak N. dimidiatum tirine de

belirlenmistir. novaehollandiae izolatlari
benzerdir ancak N. novaehollandiae muriform,
konidi ile farkhlik

gostermektedir (Crous ve ark., 2006).

dichomera benzeri Uretimi

Molekiiler karakterizasyon
PCR calismalari sonucunda, ITS gen boélgesi icin
600 bp, LSU gen bolgesi icin 950 bp, SSU gen
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bolgesiicin 1050 bp, Actin geni bdlgesiicin 280 bp
civarinda bantlar goézlemlenmistir (Sekil 4: a, b, c,

d). Molekiler analizler sonucunda izolatlarin
Neoscytalidium novaehollandiae oldugu
belirlenmistir.

Antepfistigl alanlarindan izole edilen N.

novaehollandiae etmenlerinin Birecik, Halfeti,
Bozova, Ceylanpinar ve Karakdpri ilgelerinden
ikiser izolat, cift yonli DNA dizilemesi igin
MEDSANTEK firmasina gonderilmis ve bu 10
izolatin tamami N. novaehollandiae hastalik
etmenine %99.9 benzer bulunmustur. Bu nedenle
bu izolatlardan temsili olarak BKNova63 adli bir
izolat ve bu izolatla

secilmis galismalar

yarGtilmustir.
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Gl G2 G3

Gl G2 G3

Sekil 4. Neoscytalidium novaehollandiae icin farkh gen bolgelerinin DNA profilleri: a) ITS; b)
LSU; c) SSU; d) ACT. M: 1 kb DNA marker, G2: BKNova63 izolati, N: Kontrol

Figure 4 DNA profiles of different gene regions for Neoscytalidium novaehollandiae: a) ITS; b)
LSU; ¢) SSU; d) ACT. M: 1 kb DNA marker, G2: BKNova63 isolate, N: Control

ITS (Internal Transcribed Spacer), LSU (Long
Sub Unit), SSU (Small Sub Unit ) ve ACTIN (Actin
gene), gen bolgelerine ait primerler ile amplifiye
edilen PCR drinleri DNA sekans analizi sonrasi,
Bioedit
programi (Hall, 1999) kullanilarak birlestirilmis ve
tek dizi haline getirilmistir. Gerekli diizenlemeler
yapildiktan sonra MEGAX (Kumar ve ark., 2016)
yazillm paketi ve 1000 6n yikleme kopyasina
dayali “Komsu Birlestirme Yontemi (Neighbor-

orneklerin forward ve reverse dizileri

Joining  Method)” ile filogenetik agacg
olusturulmustur. Daha sonda dizi hizalamasi
(Clustal W) vyapilmistir. Dis grup olarak
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dothidea
Dizilerin gen bankasinda kayith olan diziler ile

Botryosphaeria dizisi  segilmistir.
BLAST analizi yapilmistir. Daha sonra elde edilen

dizilerin gen bankasindaki izolatlarla
karsilastirilmasi yapilmistir. Son olarak elde edilen
diziler ile filogenik agac¢ olusturulmus ve
dinyadaki diger N. novaehollandiae tirleri ile
olan benzerlikler ve farkliliklar, analiz edilmistir
(Sekil 5, 6, 7, 8). Filogenetik analizler i¢in kullanilan
izolatlar ile bu ¢alismada tanisi yapilan BKNova63
izolatinin bir araya gelmesinden elde edilen

dendogram Sekil 5’'te verilmistir.
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Meoscytalidium novaehollandiae (GU172400.1)
t MNeoscytalidium novaehollandiae (MK530201.1)
MNeoscytalidium novaehollandiae (GU172397.1)
Neoscytalidium nowvaehaollandiae (EF585539.2)
MNeoscytalidium novaehaollandiae (Ky498713.1)
MNeoscytalidium novaehollandiae (MHB83624.1)
MNeoscytalidium novaehollandiae (MHBB3623.1)
Meoscytalidium novaehollandiae (EF2853243 1)

N. novaehollandiae (0OL455801.1)
Neoscytalidium novaehollandiae (EF585536.2)
MNeoscytalidium novaehaollandiae (Ky498712.1)
MNeoscytalidium novaehollandiae (MHB83625.1)
MNeoscytalidium novaehollandiae (EF585340.1)
Fusicoccum dimidiatum (AYB18727.1)

MNeoscytalidium dimidiatum (GU172385.1)

GU172389.1 Meoscytalidium dimidiatum (GU172389.1)
MNeoscytalidium dimidiaturn (MK343742.1)

MNeoscytalidium dimidiaturm (MH114530.1)

MNeoscytalidium dimidiatum (KFP132486.1)

Botryosphaeria dothidea (AY259092.1)

0.0050

Sekil 5. Botryosphaeriaceae familyasina ait tanisi yapilan Neoscytalidium tirlerinin Neighbor-Joining Method
ile Antepfistigl agaclarindan elde edilen Neoscytalidium novaehollandiae BKNova63 (OL455801.1)
izolatinin ITS gen bolgesine gore MEGA X program ile ortaya cikarilan filogenetik yapisi. Diinyadaki
diger izolatlarin Genbankasi erisim numaralari tiir isimlerinin 6niinde parantez icinde verilmistir

Figure 5. Phylogenetic structure of Neoscytalidium species of Botryosphaeriaceae family, identified by
Neighbor-Joining Method and Neoscytalidium novaehollandiae BKNova63 (0L455801.1) isolate
obtained from Pistachio trees, according to ITS gene region, revealed by MEGA X program. Genbank
accession numbers of other isolates in the world are given in parentheses before the species names

— Meoscytalidium novaeshollandiae  (OL589617)
Meoscytalidium novaehollandiae (MHEBS9583.1)
Meoscytalidium novaehollandiae (MHBB9579.1)
Meoscytalidium novaehollandiae (MHB29581.1)
Meoscytalidium novaehollandiae (MHB29582.1)
Meoscytalidium novaehollandiae (MG 059486 1)
Meoscytalidium dimidiatum (FKX464534 1)

“_[&;i:uscytalidium dimidiaturm (DQ377925 1)

Meoscytalidium dimidiatum (MHT14592 1)
Meoscytalidium dimidiatum (MH114593.1)
Botryosphaeria dothidea (KF7EE319.1)

0.0020

Sekil 6. Botryosphaeriaceae familyasina ait tanisi yapilan Neoscytalidium tirlerinin Neighbor-Joining Method ile
Antepfistigi agaclarindan elde edilen Neoscytalidium novaehollandiae BKNova63 (OL589617) izolatinin LSU gen
bolgesine gére MEGA X program ile ortaya cikarilan filogenetik yapisi. Dlinyadaki diger izolatlarin Genbankasi
erisim numaralari tlr isimlerinin 6niinde parantez iginde verilmistir

Figure 6. The phylogenetic structure of Neoscytalidium species of Botryosphaeriaceae family, identified by Neighbor-
Joining Method and Neoscytalidium novaehollandiae BKNova63 (OL589617 ) isolate obtained from Pistachio
trees, according to LSU gene region, revealed by MEGA X program. Genbank accession numbers of other isolates
in the world are given in parentheses before the species names
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MNeoscytalidium novaehollendiae BKNova63

Eotryosphaeria dothidea (NG D62738.1)

Meoscytalidium dimidiatum isolate (MH114590.1)

Meoscytalidium dimidiatum (MHT1142581.1)

010

Sekil 7.Botryosphaeriaceae familyasina ait tanisi yapilan Neoscytalidium turlerinin Neighbor-Joining Method
ile Antepfistigl agaglarindan elde edilen Neoscytalidium novaehollandiae BKNova63 izolatinin SSU
gen bolgesine gére MEGA X program ile ortaya cikarilan filogenetik yapisi. Dinyadaki diger izolatlarin
Genbankasi erisim numaralari tiir isimlerinin 6niinde parantez icinde verilmistir.

Figure 7. Phylogenetic structure of Neoscytalidium species of Botryosphaeriaceae family, identified by
Neighbor-Joining Method and Neoscytalidium novaehollandiae BKNova63 isolate obtained from
Pistachio trees, according to SSU gene region, revealed by MEGA X

Meoscytalidium novaehollendiae BKNova63

UNYERIFIED: Meoscytalidium dimidiaturm (MH114589.1)

UNYERIFIED: Neoscytalidium dimidiatum (MH114585.1)

Botryosphaeria dothidea (JF4409468.1)

0.050

Sekil 8. Botryosphaeriaceae familyasina ait tanisi yapilan Neoscytalidium tirlerinin Neighbor-Joining
Method ile Antepfistigi agaclarindan elde edilen Neoscytalidium novaehollandiae BKNova63
izolatinin ACT gen bolgesine gore MEGA X program ile ortaya ¢ikarilan filogenetik yapisi. Dinyadaki
diger izolatlarin Genbankasi erisim numaralari tiir isimlerinin 6niinde parantez icinde verilmistir.

Figure 8. Phylogenetic structure of Neoscytalidium species of Botryosphaeriaceae family, identified by
Neighbor-Joining Method and Neoscytalidium novaehollandiae BKNova63 isolate obtained from
Pistachio trees according to ACT gene region, revealed by MEGA X program. Genbank accession
numbers of other isolates in the world are given in parentheses before the species names.
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Patojenisite testi ve reizolasyon

Patojenisite testinden 3 hafta sonra asi
noktalarinda koyu kahverengi lezyonlar ve zamk
akintisi  gbézlemlenmistir.

Olusan simptomlar,

arazide gozlenen simptomlara benzer bulunmus

| % simptomiu
IS -

Sekil 9. Patojenisite sonucu

lezyon olusumu (kontrol fidaninda herhangi

olup, kontrol bitkisinde herhangi bir simptom
gorilmemistir. Patojenisite sonucu govdelerde
gorilen ilk belirtiler ve bu noktalardan akan
zamktan elde edilen hastalik etmeni Sekil 9. da
gosterilmistir.

kontrol

kontrol

bir lezyon

gbzlenmemistir) ve geri kazanilmis olan etmenin Petri ve mikroskop goriintuleri
Figure 9. Lesion formation as a result of pathogenicity (no lesion was observed in the control
sapling)and Petri and microscope images of the reisolated pathogenic agent

Sera kosullarinda 2

Antepfistiklarinin gévde ve dallarindaki lentisellere

yasinda asili
puskirtilerek tatbik edilen 10 spor mL? spor
yogunlugunun yil boyu herhangi bir patojenik
etkisi gortilmemis, herhangi bir simptom tespit
edilememistir. calismada
gozlemlerde hastalik etmeninin govde

Yaptigimiz ve
icine
penetre etmedikce veya ana dallarda kanser
yaralarina neden olmadik¢a agaci o6ldirmedigi,
ancak fungal etmenin yaralarda kolonize oldugu ve
hastaligin seyrinde bu yaralarin énemli rol oynadigi
gortlmastir. Bu nedenle agaglarin budanmasi
sirasinda yapilan mekanik zararlarin hastaligin
yayllmasinda etkili olacagi ongorilmistir. Benzer
bicimde turuncgillerde dal ve govde hastaliklarinin
budama ve yaralanmalar sonucunda arttig1 rapor
2000).

Yaralanmalara abiyotik stres faktorleri (dolu, don,

edilmistir ~ (Graham  ve Menge,

36

yildinm  dlsmesi, sicakliktan dolayi

catlamalari) yaninda boceklerin de yol acacagi

govde

dislintldigiinde penetrasyon kabiliyetine sahip

vektorel boceklerin  penetrasyon yapabilecek

fungal etmenleri nakletmeleri g6z Online

alindiginda, bu etmenler ve faktorler ile miicadele
edilmesi  hastaligin  kontrolinde etkin rol
oynayacaktir.

Bu

familyasina giren diger patojenlerin de benzer

patojenin  veya  Botryosphaeriaceae
etkileri yaptig géz 6niine alinirsa, Neoscytalidium
dimidiatum olarak bilinen ve son vyillarda yikici
etkisi tespit edilmis olan bu patojenin de ayni
gruptan oldugu tespit edilmis olup, miicadelenin
karantina tedbirlerinin

veya Neoscytalidium

kapsaminda degerlendirilmesi onem arz

etmektedir (Zhang ve ark., 2020).



Kiling ve ark., 2022. Harran Tarim ve Gida Bilimleri Dergisi, 26(1): 25-39

Sonuglar ve Oneriler

Bu ¢alismada, Sanlurfa ilinde yetistiriciligi yapilan

Antepfistigi  agaglarinin  gbvdelerinde  goriilen
hastalik etmeninin bu bolge icin yeni bir hastalik
etmeni olan Neoscytalidium novaehollandiae oldugu
tespit edilmistir. DNA dizileri NCBI veri tabaninda
diinyadaki diger etmenlerle kiyaslandiginda ve
filogenetik analiz sonucunda N. novaehollandiae
etmeni LSU ve ITS gen bdlgelerine goére % 99.9
benzerlik gosterirken, ACT ve SSU ile ilgili daha
once her hangi bir kayit bulunmadigi icin benzerlik
orani net olarak tespit edilmemistir.
Antepfistiginda gbévde ve sirgin yanikligi, ana
dallarda meydana gelen derin kabuk catlaklari ve
N.

novaehollandiae etmeninin patojenisite ¢alismasi

kanser gibi belirtilerden sorumlu olan
yapilmis ve hastalik etmeni, olusturdugu lezyon
bolgesinden tekrar izole edilmistir.

Etmene ait mikroskobik incelemeler yapilimis,
konidi ¢api 5.56-2.52 um olarak

hesaplanmistir.

ortalama

Arazi gikislari sirasinda bahgeler kontrol edilmis
%
bulasiklik orani belirlenmistir. Buna gore bolgede

ve hastalik belirtisi gosteren agaglardan
% 35.88 " lik bir bulagsma orani tespit edilmistir.

Bu arastirma ile hastallk etmeninin genel
karakteri fizyolojik, morfolojik ve molekiler olarak
ortaya konmus olup hastalik etmeninin virtlenslik
ve patojenisiteye temel teskil eden enzim ve toksin
gibi

metabolitlerin ele alinacagl biyokimyasal

calismalar gelecek calismalar arasinda
degerlendirilecektir. Hastalik etmeninin yayilmasi
ve etkinliginde sicakhgin onemli rolli oldugu
degerlendirildiginden in vitro olarak hastalik
etmeninin alt ve Ust sicaklik sinirlari tespit edilmeli
ve hastalik etmeninin bu kosullarda biyokimyasal
ozellikleri ortaya cikarilmalidir. Daha sonra hastalik
etmeninin diger abiyotik ve biyotik etmenler ile
etkilesimi de test edilerek virtilenslik durumu daha
once belirlenen (Dikilitas ve ark., 2018) yontemler
ile tespit edilerek virtilenslikte rol oynayan genlerin
ekspresyonu ortaya cikarilmahdir. Bu durumun
hastalilk etmenine dayanikhlik mekanizmasinin
rol

ortaya cikarilmasinda onemli oynayacagi

dustnidlmektedir.
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Ekler

Bu c¢alismadaki sonuglarin bir kismi Berfin
KILING'in Yiksek Lisans Tezinden alinmistir.
Cikar Catismasi: aralarinda
herhangi bir ¢ikar catismasi olmadigini beyan eder.

Makale yazarlan,

Yazar Katkisi: Berfin KILINGC ve Mehmet Ertugrul
GULDUR calismayi tasarlamis ve yiritmustir,
Berfin KILINC makaleyi Murat
DIKILITAS makaleyi okumus, gerekli inceleme ve

yazmis olup,

diizenlemeler yapmistir.
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