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Aims: Symptoms of canker disease on walnut trees included brown to dark
brown discoloration of vascular tissues, wood necrosis, and branch
dieback were observed in several orchards in iskenderun City of Hatay
Province in May 2018. The aims of this study were to identify the fungal
pathogen and to determine its sensitivities against some fungicides.
Methods and Results: Isolations were made from diseased branches,
cankers and asymptomatic walnut samples and causal disease agent was
identified as Botryosphaeria dothidea based on morphological
characteristics and molecular techniques. Pathogenicity tests showed that
fungal isolate were highly virulent on shoots of walnut (cv. Chandler) trees
commonly grown in the region. To our knowledge, this is the first report
of Botryosphaeria dothidea infecting walnut in Turkey. In vitro antifungal
effect of different concentrations of six fungicides, fluazinam (0.001-0.015
ug/ml), thiophanate-methyl (0.1-10.0), boscalid + pyraclostrobin (1.0-50.0
pg/ml), trifloxystrobin (0.5-50.0 pg/ml), kresoxim-methyl (0.1-50.0), and
tebuconazole (0.5-50.0 ug/ml) were also evaluated against the pathogen.
The mean effective concentration (ECso) values were determined by Probit
analysis. According to ECso values, fluazinam (0.002 pg/ml) was recorded
as the most effective fungicide and it was followed by thiophanate-methyl
(0.275 pg/ml), tebuconazole (0.994 pg/ml), boscalid + pyraclostrobin
(3.993 pg/ml) and trifloxystrobin (4.262 pg/ml). The lowest antifungal
efficacy was followed by kresoxim-methly inhibiting mycelial growth by
37.5% at the highest concentration used..

Conclusions: To our knowledge, this is the first report of Botryosphaeria
dothidea causing stem canker diseases on walnut trees grown in Turkey.
Our results also suggest that the walnut canker disease caused by
Botryosphaeria dothidea could be reduced effectively with the application
of selected fungicides.

Significance and Impact of the Study: In conclusion, our results suggest
that fluazinam, thiophanate-methyl and tebuconazole have the potential
effects to control Botryosphaeria dothidea.
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dothidea’nin tanilanmasi ve bazi fungisitlerin hastalik etmenine karsi in vitro antifungal etkinliklerinin
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GiRIS

insanlarin saglikli beslenme konusunda bilinglenmesinin
bir sonucu olarak glinimtzde kabuklu meyvelere olan
ilgisi de giderek artmaktadir. Odunsu bir agag tirl olan
cevizin, tohumlari yiiksek besin igerigine ve ekonomik
degere sahiptir. Ozellikle proteinler ve esansiyel yag
asitleri agisindan énemli bir besin kaynagidir. Siyah ceviz
(Juglans nigra) ve ingiliz cevizi (J. regia), diinya genelinde
en yaygin tarimi yapilan ceviz tirleridir. Siyah ceviz
lezzetli olmasinin yaninda, sert kabugu ve kabugunun
parcalanma zorlugu nedeniyle ticari olarak
yetistirilmemektedir. Ticari olarak (retilen ceviz
cesitlerinin neredeyse tiimii ingiliz cevizinin melezleridir
(Boriss ve ark., 2006). Diinya capinda ceviz {iretimi son
yillarda hizla artmakta olup, 2017 yilinda diinyanin en
blylk kabuklu ceviz Ureticisi tlkesi 489,866 ha alanda
1,925,403 ton dUretimi ile Cin olup, bu (lkeyi 135,570
ha’da 571,526 ton ile ABD, 53,952 ha’da 349,192 ton ile
iran takip etmekte ve Tiirkiye, 87,670 ha alanda toplam
210,000 ton ile diinyada en fazla ceviz Ureten 4. ilke
pozisyonundadir (Anonim, 2017). Hatay ili genelinde
ceviz Uretim alanlari glin gectikce genislemekte olup,
2018 yil itibariyle il genelinde 2,123 ton (retim
gerceklestirilmistir (Anonim, 2018).

Ekim alanlari glinden giine genisleyen ceviz yetistiriciligi
ve Uretimi, son yillarda abiyotik ve biyotik etmenler
tarafindan etkilenmektedir. Botryosphaeriaceae
familyasina ait fungal etmenler, diinya ¢apinda genis
konukcu dagihsi gostermekte ve cok cesitli odunsu
meyve agaclarinda degisik hastaliklara sebep olmaktadir
(Barr, 1987; Slippers ve Wingfield, 2007). Bu familyaya
ait fungal tirlerin diinya ¢apinda yetistiriciligi yapilan
badem, avokado, asma, zeytin ve fistik gibi bircok 6nemli
meyve agacinda vyikici hastaliklara sebep oldugu
bildirilmistir (Michailides, 1991; Ma ve Michailides, 2002;
Urbez-Torres ve ark., 2006; McDonald ve ark., 2009;
Urbez-Torres ve ark., 2009; Inderbitzin ve ark., 2010;
Moral ve ark., 2010; McDonald ve Eskalen, 2011; Urbez-
Torres ve ark., 2013; Chen ve ark., 2014). ABD’nin
California eyaletinde yetistiriciligi yapilan ingiliz cevizini
de iceren ceviz gesitlerinde govde kanseri, geriye dogru
6lim, slrgin, yaprak ve meyve yanikliklari gibi hastalik
belirtilerinin Botryosphaeria ve Diaporthe cinsine bagli
turler tarafindan olusturuldugu belirlenmistir (Chen ve
ark., 2014). Ulkemizde yetistiriciligi yapilan ceviz
agaclarinda Botryosphaeriaceae familyasina ait tirlerin
neden oldugu hastaliklarlailgili arastirmalar ¢ok sinirhdir.
Ulkemizde Dervis ve ark. (2019) tarafindan yakin
zamanda vyapilan bir c¢alismada, Sanhurfa ilinde
yetistiriciligi yapilan ceviz alanlarinda Neoscytalidium
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dimidiatum’un kurumalar seklinde hastalik belirtilerine
neden olduguna dair ilk kayit bildirimi yapilmistir.

Hatay ilinde ceviz (retilen alanlarin genislemesi ile
birlikte yetistiriciler tarafindan farkl hastaliklara ait
sikayetler de artmaya baslamis olup 2019 yilinda, Hatay
ilinin  iskenderun ilgesinde ceviz  agaclarinda
Botryosphaeriaceae  tlr(ler)ince  sebep  oldugu
digindlen dal kanseri, geriye dogru o6lim seklinde
hastalik belirtileri gdzlenmistir.

Bu ¢alismanin amaci, bolgede yetistiriciligi yapilan ceviz
agaclarinin govde, dallari ve meyvelerinde hastaliga
neden olan olasi hastalik etmeni tir(ler)ini morfolojik,
molekiiler ve patojenik olarak tanilamak ve yaygin olarak

tespit edilen etmenin farkh kimyasal yapilardaki
fungisitlere karsi duyarliligini belirlemektir.

MATERYAL ve YONTEM

Hastalik etmeninin izolasyonu

Hatay ilinin iskenderun ilgesinde vyaygin olarak

yetistiriciligi yapilan Chandler c¢esidi 5 farkli ceviz
bahcesindeki enfekteli aga¢ govdelerinde gobzlenen
kanser belirtilerinden doku ornekleri alinarak plastik
torbalar igerisinde laboratuvara getirilmistir. Enfeksiyon
sonucu meydana gelen nekrotik ve saglam dokulari
iceren, 3-4 mm buylkligindeki bitki kesitleri, %2’lik
NaOCl'de 4 dakika ylzeyden dezenfekte edilmis, 2 kez
steril distile suda durulandiktan sonra steril kurutma
kagitlarinda kurumaya birakilmistir. Dezenfekte edilen
bitki dokulari, 50 pg/ml oraninda streptomisin siilfat
iceren patates dekstroz agar (PDA) besi ortamina
aktariimisgtir. PDA igeren petriler, 25°C'de karanlikta 5
gln siireyle inklibe edilmis ve dokularda gelisen fungal
kolonilerin u¢ kismindan alinan miselyal yapilar, ayni
ortami iceren yeni besi yerlerine aktarmak suretiyle
saflastirilmistir.  Tanllama ve fungisit etkinliginin
belirlendigi ¢alismalarda tek spordan gelistirilmis
kaltarler kullantimustir.

Patojenisite ¢calismalari

Tipik hastalik belirtisi gosteren dokulardan vyapilan
izolasyon sonucu PDA besi yerinde gelisen fungus
izolatlarindan tek spor kiltirleri elde edilmis olup, tim
izolatlar saglikh ceviz fidanlarindan kesilen 1.5-2 cm ¢apli
ve 20 cm uzunlugundaki saglikh dallara laboratuvarda
onceden bildirildigi sekilde inokile edilmistir (Arzanlou
ve ark. 2012). inokiilasyon yapilacak olan dallar %0.5'lik
sodyum hipokloritte 15 dakika siire ile bekletilerek
ylizeyden dezenfekte edildikten sonra, saf su ile
durulanmistir. Ote yandan PDA' da gelistirilmis olan 7
glnlik fungal kaltiirlerden alinan miselyal diskler,
surglin izerinde agilan 5 mm c¢apindaki yara dokusuna
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yerlestirilmistir. Her bir saglkli ceviz stirglintintin 3 farkh
noktasinda inokulasyonlar gercgeklestirilmistir. Kontrol
olarak ise sirglinlerdeki inokllasyon noktasina misel
icermeyen agar diskler yerlestirilmistir. Daha sonra
inokilasyon alanlari parafilmle sarilarak dal ve siirglinler,
icerisinde steril nemli kurutma kagitlari bulunan 10
litrelik saklama kaplarinda inkiibasyona birakilmistir.
Oda sicakhginda bekletilen, patojenle inokule edilmis ve
patojen inokulasyonu yapilmamis kontrol uygulamalari,
inokilasyondan 20 giin sonra odun dokularda olusan
lezyon uzunluklari yoniinden degerlendirilmistir (Damm
ve ark., 2007; Nouri ve ark., 2019). Hastalik etmeni
fungus, belirti gézlenen inokulasyon yerlerinden tekrar
izole edilmis ve orjinal izolatla benzer yapida olup
olmadigi teyit edilmek suretiyle Koch postulati
tamamlanmistir.

Hastalik etmeninin morfolojik karakterizasyonu
izolasyon sonucu elde edilen izolatlar morfolojik
parametreler yoniinden (koloni rengi, misel gelisimleri,
piknid olusumu, konidi sekil ve boyutlari)) PDA besi
ortaminda degerlendirilmistir. Fungal izolatlarin konidi
boyutlari trinokiiler arastirma mikroskobunda (NiKON
Eclipse, Floresan ve DIC Atagmanli) Olgllerek
fotograflanmistir (Li ve ark., 2016). Fungal etmenin
miselyal gelisimleri ve morfo-kiltirel tanilama
calismalari kapsaminda V8 juice agar, czapek-dox agar
(CDA), patates dekstroz agar (PDA), malt ekstrakt agar
(MEA) ve su agari (WA) besi ortamlarinda sekiz farkli
sicaklik degerlerinde (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40°C)
arastinilmistir.

Hastalik etmeninin molekiiler karakterizasyonu

Morfol Morfolojik olarak 6n teshisleri yapilmis izolatlara
patojenisite  testleri  uygulanmis ve  hastalik
belirtilerinden geri izole edilen izolatin besi ortaminda
gelisen tek spor kilttrlerinden alinan misellerinden (100
mg) toplam genomik DNA izolasyonu, DNeasy Plant Mini
Kiti (Qiagen, GeneMark Teknoloji Co, Valencia, CA,
Katalog No. 69104) ile dretici firmanin O6nerdigi
protokoller kullanilarak yurttilmustir. PCR calismalari

internal transcribed spacers (ITS) rDNA bolgesi ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) ve ITS5 (5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') primer gifti (White ve
ark., 1990) ile B-tubulin (TUB2) gen bolgesi ise Bt2a (5'-
GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3') ve Bt2b (5'-
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3') primer cifti (Glass
ve Donaldson, 1995) kullaniimak suretiyle
gercgeklestirilmistir. DNA amplifikasyonunda; her bir
reaksiyon i¢in 5 pl 10x enzim buffer, 10 mM dNTP, 50
mM MgCly, 0.5 pl primer, 0.2 pl Tag DNA polimeraz ve 2
pl DNA ile toplam 50 pl olacak sekilde Uzeri su ile
tamamlanmistir.  PCR amplifikasyon kosullari igin,
95°C’de 3 dk baslangi¢c denatlirasyonu, 95°C’'de 1 dk.
denatiirasyon, annealing sicakhgi ITS i¢in 54°C, TUB2 igin
58°C, 72°C’de 45 sn. ve final adimi olarak 72°C’de 10 dk.
olarak belirlenmistir. Elde edilen DNA bandlarin
kalitesine gore secilen PCR drinlerinin dizileme islemi
yaptirilmistir. PCR Grlinlerine ait DNA nikleotid dizileri,
NCBI (National Center for Biotechnology Information)
kiitiphanesinde yer alan BLASTn algoritmasini
kullanarak (Boratyn ve ark., 2013) taranmak suretiyle
kiitiphanede kesin tir tanisi yapilmis mevcut fungal
turler ile eslestirilmistir. Bu sonuglara gore tanisi yapilan
izolatlarin, NCBI Genbankasi kiitliphanesinden erisim
numaralari alinmistir. izolatlar arasindaki genetik
akrabaligi gosteren dendrogram Maksimum likelihood
yontemi kullanilarak olusturulmus ve elde edilen
filogenetik agacin teyidi, 1,000 tekrarli olarak (Bootstrap,
p-distance, pairwise deletion) yapilmistir (Kumar ve ark.,
2016).

Hastalik etmeninin in vitro kosullarda fungisitlere karsi
duyarliliginin belirlenmesi

Hastalik etmeninin in vitro kosullarda farkli kimyasal
yapilardaki fungisitlere karsi duyarliliginin
belirlenmesinde kullanilan fungisitler, etken maddeleri
ve formulasyon tipleri Cizelge 1'de verilmistir. Soz
konusu fungisitlerin ~ fungal misel gelisimlerine
etkinliklerini belirlendigi calismalarda, B. dothidea’nin
bolge izolati olan WBd31 kullaniimistir.

Cizelge 1. In vitro etkinlik denemelerinde kullanilan etken maddeler, ticari preparatlari ve diger 6zellikleri

Etken Madde ve Orani Ticari ismi Firma Formulasyon
Fluazinam (500g/l) NANDO 500 NUFARM SC

Boscalid+ pyraclostrobin (%26.7+%6.7) SIGNUM BASF WG
Trifloxystrobin (%50) TUGART GUNER WG
Kresoxim-methyl (%50) CANDIT BASF WG
Thiophanate-methyl (% 70) SUMITOP SUMI AGRO WP
Tebuconazole (%25) FOLICUR 25 BAYER WP
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Calismada yer alan fungisitlerin fungisidal etkinlikleri,
farkl konsantrasyonlari [fluazinam: 0.001, 0.003, 0.005,
0.007, 0.01 pg/ml; boscalid + pyraclostrobin: 1.0, 3.0,
5.0, 10.0, 20.0, 50.0 pg/ml; trifloxystrobin: 0.5, 1.0, 5.0,
10.0, 50.0 pg/ml; kresoxim-methyl: 0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0
ug/ml; thiophanate methyl: 0.1, 0.5, 1.0, 3.0, 5.0 ug/ml
ve tebuconazole: 0.5, 1.0, 10.0, 50.0 pug/ml] iceren PDA
besi yerinde belirlenmistir. Her bir fungisitin belirlenen
konsantrasyonlari, 50°C'ye sogutulmus steril PDA
ortamina karistiriimis ve petri kaplarina (15x100 mm)
dokilmustir. Kontrol olarak herhangi bir fungisit
icermeyen PDA besi yeri bulunan petriler kullaniimigtir.
Farkli fungisit konsantrasyonu iceren besi yerlerinin
merkezine, 5 glinlik B. dothidea WBd31 izolatina ait
fungal koloninin kenarlarindan kesilmis 5 mm capindaki
miselyal diskler yerlestirilmistir. inokiile edilmis tiim
uygulama ve kontrol petrileri, karanlkta 20°C'de 3-7 giin
sire ile inkGbe edilmistir. Bu sire boyunca fungal
misellerin  radyal gelisimleri ol¢lilmek suretiyle
fungisitlerin misel gelisimini engelleme oranlari (%)
belirlenmistir (Uysal ve Kurt, 2019). Denemelerde her
petri 1 tekerrir ve her konsantrasyon 3 tekerriir olacak
sekilde tesadiif parselleri deneme desenine gore
kurulmustur. Deneme 2 farkli zamanda tekrar edilmistir.

Deneme deseni ve istatistik analizler
In vitro denemeler tesadif parselleri deneme desenine
gore, her bir uygulama i¢in 3 tekerriir olacak sekilde

kurulmustur. Farkli uygulamalarin (farkli fungisit
konsantrasyonlari bulundugu petrilerdeki antifungal
etkinlik calismalar) vyapildigi  petrilerdeki misel
gelisiminin  engellenme  oranlart %  oranlarina
cevrilmeden SPSS istatistik programi (SPSS Statistics
17.0) kullanilarak tek yonli ANOVA ile varyans analizi
yapilmis ve uygulamalar arasindaki farkhlik Duncan Coklu
Karsilastirma Testi ile analiz edilmistir (P<0.05).
Fungisitlerin farkli konsantrasyonlarda misel gelisimini
%50 diizeyinde engelleyen etkili konsantrasyonlari (ECsp)
her bir kimyasal icin farkli konsantrasyonlarda elde
edilen degerleri kullanilarak SPSS istatistik programi
(Versiyon 11.5, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yardimi ile
Probit analizi yapilarak belirlenmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Hastalik etmeninin izolasyonu

Calismanin yapildigi Hatay ilinin iskenderun ilgesinde 5
farkh ceviz bahcesinde yapilan incelemeler sonucunda,
ceviz agacglarinda genel bir gelisme geriligi, yapraklarda
sararma seklinde belirtiler gozlenmistir.  Ayrica
agaclarinn goévde kisimlarinda sulanma, kahverengi

akinti, kabugun disa dogru kabarmasi, sigillesme seklinde
lezyonlar kaydedilmistir. Enfeksiyonun siddetine gore
agaclarin govde kabuk dokusu gittikce koyulasmakta ve
bu alanlarda sakizlanma olusturdugu gézlenmistir (Sekil
1).

" N
Sekil 1. Ceviz agaglarinin (cv. Chandler) gévdelerinde Botryosphaeria enfeksiyonlarinin neden oldugu tipik sulanma,
kahverengi akinti, kabugun disa dogru kabarmasi seklinde ortaya ¢ikmis hastalik belirtileri (ok).

Bu tip hastalik belirtilerinin oldugu ceviz agaclarinin
govde kesitlerinden yapilan izolasyonlar sonucunda
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zeytin yesili- gri renkte kolonilere sahip 10 adet fungal
izolat elde edilmistir. Kaliforniya’nin 13 farkh alaninda
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yetistirilen ingiliz tipi ceviz agaclarinda
Botryosphaeriaceae ve Diaporthaceae familyasina dahil
fungal etmenlerin filogenisi, morfolojisi, dagilimi ve

patojenisitesi konusunda yapilan sorveylerde
calismamizdaki  belirtilere  benzer sekilde, ceviz
agaclarinin govde ve dallarinda kanser belirtileri,

meyvelerde yaniklik, yapraklarda ise nekrotik lezyonlar
seklinde karekterize edilmis hastalik belirtilerinden
aralarinda B. dothidea’ninda yer aldigi, Diplodia mutila,
D. seriata, Dothiorella iberica, Lasiodiplodia citricola,
Neofusicoccum mediterraneum, N. nonquaesitum, N.
parvum, N. vitifusiforme, Neoscytalidium dimidiatum,
Diaporthe neotheicola ve D. Rhusicola fungal hastalik
etmenleri izole edildigi bildirilmistir (Chen ve ark., 2014).

Hastalik etmeninin morfolojik karakterizasyonu

Hastalikh bitkilerinden yapilan izolasyonlar sonucu elde
edilen kilturlerde, PDA'da gelisen koloniler baslangicta
renksiz veya acik zeytin yesili gri renkte olup, zamanla
koyulagmis ve siyah rengine donismistir (Sekil 2A ve B).
Olusan bu koloniler (izerinde piknidiumlarin meydana
geldigi saptanmistir. Mikroskobik incelemeler
sonucunda konidilerin, fusiform seklinde, seffaf,
plriizsiz kalin duvarh ve septasiz yapida oldugu
belirlenmistir (Sekil 2C ve D). Fusiform seklindeki bu
konidilerin boyutlari ise 18.0-22.5 x 5.0-6.5 pm arasinda
oldugu kaydedilmistir. Hastalikli bitkilerden elde edilen
izolatlara ait fungal yapilarin morfolojik karakterlerine
dayanarak elde edilen izolat, Botryosphaeria dothidea
(Mougeot) Cesati & de Notaris (Anamorph Fusicoccum
aesculi Corda) olarak tanimlanmistir (Qiu ve ark., 2008).

!F/"

s SRy SRR

Sekil 2. Fungal etmen Botryosphaeria dothidea WBd31 izolatinin PDA besi yerinde (A) 5 ve (B) 20 gilinliik miselyal
gelisimleri. (C ve D) B. dothidea izolatina ait tipik konidileri (ok).
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Ayrica morfo-kiltlrel olarak patojenin bes farkh besi
ortaminda 8 farkli sicaklhkta yapilan calismada miselyal
gelisim duzeyleri incelendiginde, 20-30°C arasindaki
sicakliklarda hemen hemen tim besi ortamlarinda
fungusun maksimum gelisim gosterdigi kaydedilmistir

(Cizelge 2). Hastalik etmeni fungus, en disik (5°C) ve en
ylksek (40°C) sicakliklarda herhangi bir koloni gelisimi
gostermemistir. Ayrica, ylksek sicakliklarda gelisme
gozlenmedigi, fakat sicakliklar diistlikce az miktar da olsa
gelisme oldugu kaydedilmistir.

Cizelge 2: Farkh besi ortamlari ve sicakliklarda B. dothidae WBd31 izolatinin koloni ¢aplari (mm).

Besi ortamlari ve koloni ¢aplari (mm)

Stcaldik (°C) PDA CDA MEA V8 WA
5 0.0+0.0aA* 0.0 £0.0aA 0.0 £0.0aA 0.0 £0.0aA 0.0 £0.0aA
10 29.0+0.6bC 15.3 +0.5bB 28.0 +1.2bC 41.3 +1.3bD 9.0 +1.5bA
15 63.0+1.5¢C 58.0 +1.3dB 75.3 +1.2¢D 73.0 +1.1dD 43.0 +0.0cA
20 80.0+0.0dC 78.0 £0.5¢B 80.0 +0.0eB 80.0 £0.0eC 43.0 +0.0cA
25 80.0+0.0dB 75.3 £0.5eA 80.0 +0.0eB 80.0 +0.0eB 80.0 +0.0fB
30 80.0+0.0dB 77.0 £0.5¢B 80.0 +0.0eB 78.3+0.5¢B 64.0 +0.0eA
35 79.0+1.3dD 42.0 +1.2¢A 79.3 +1.3¢E 52.0 +1.1cC 50.3 +1.2dB
40 0.0+0.0aA 0.0 £0.0aA 0.0 +0.0aA 0.0 £0.0aA 0.0 £0.0aA

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 farkli kiiciik ve biyiik harfler uygulamalar
arasindaki farkin istatistiksel olarak Duncan Coklu Karsilastirma Testine (p<0,05) gére 6nemli oldugunu gosterir.

Patojenisite ¢calismalari

Patojenisite calismasi sonucunda B. dothidea WBd31
izolati ile saglkl ceviz fidanlarindan kesilen siirgiinlere
yapilan inokulasyondan 20 giin sonra odun dokularinda
kahverengi lezyonlarin olusumu gézlenmistir. Steril agar
inokule edilen sirglinlerde ise herhangi bir lezyon
olusmadig gozlenmistir. Enfeksiyon gozlenen
inokulasyon alaninda lezyon uzunluklari, ortalama 55.0
mm olarak saptanmistir. Bu ¢alisma sonucunda temsili
olarak secilen B. dothidea WBd31 izolatinin patojen
oldugu belirlenmistir. Bu enfeksiyonlu alanlardan yapilan
izolasyon sonucunda fungus tekrar izole edilebilmistir. Li
ve ark., 2016’da yaptiklari calismada, ingiliz cevizlerinden
elde ettikleri kanser ve geriye dogru 6limlere neden olan
Botryosphaeria dothidea and Lasiodiplodia
pseudotheobromae etmenlerinin kesilmis saglikl dallara
yaptiklari patojenisite calismalarinda her iki fungusu
patojen olarak saptamislardir. Chen ve ark., 2014’de
Kaliforniya’da ingiliz cevizlerinde yaptiklari
Botryosphaeriaceae ve Diaporthaceae tirlerinin
belirlenmesi calismasi kapsaminda elde ettiklerin fungus
turlerinin patojenisite calismalarinda, miselyum disk
yontemi kullanilarak i ingiliz ceviz ¢esidine (Chandler,
Tulare ve Vina) inokulasyon yapmuislardir. inokulasyon
sonrasl Lasiodiplodia citricola ve Neofusicoccum parvum,
Neofusicoccum mediterraneum, Neoscytalidium
dimidiatum ve Botryosphaeria dothidea’ya kiyasla daha
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siddetli hastalik belirtilerinin neden

oldugunu bildirmislerdir.

gelismesine

Hastalik etmeninin molekiiler karakterizasyonu

Elde edilen fungal izolatlardan segilen temsili B. dothidea
WBd31 izolatinin DNA izolasyonu sonucunda 20-40 ng/ul
arasinda degisen miktarda genomik DNA elde edilmistir.
PCR amplifikasyon ¢alismalari ile ¢ogaltilan DNA
drdnlerinden, ITS (ITS-1- ve ITS-4), TUB2 (B-2a ve B-2b)
gen bolgelerine spesifik primerler kullanilmak suretiyle,
sirasiyla 423 ve 433 bp biyikliglinde bantlar elde
edilmistir. Nukleotid dizileri, GenBank veritabaninda
BLAST arastirmasi ile karsilastirimis ve GenBank veri
tabaninda onceden tanilamasi yapilmis ve B. dothidea
izolatlarina (ITS ve TUB gen bodlgeleri icin erisim
numaralari, sirasiyla MK982843 ve MH791314) %100
benzerlik gostermistir. Calismamizda, morfolojik ve
molekiler olarak tanilmasi yapilan B. dothidea WBd31
kodlu izolata ait nukleotid dizi sonuglari GenBank
veritabanina yliklenerek erisim numarasi alinmistir (ITS
geni icin MN244276, TUB2 geni icin MN244680).
Nukleotid dizileri, Maksimum likelihood yontemi
kullanilarak MEGA 7 yazilimi ile ITS ve TUB 2 genleri igin
kombine edilerek dendrogram elde edilmistir. Bu
dendrograma goére B. dothidea WBd31 izolati,
Botryosphaeria dothidea GZHGS-2017-010 tiri ile ayni
alt grupta yer ayrilmistir. Diaporthe rhusicola 6114 tiri
ise dis grup olarak belirlenmistir (Sekil 3).
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Sekil 3. B. dothidea WBd31 izolatinin ITS ve TUB2 gen dizilerinin kombinasyonu ile olusturulan dendrogram

Yapilan morfo-kiiltirel, patojenisite denemeleri ve
molekiiler analizler sonucu iskenderun ilgesinde
yetistirilen ceviz agaclarinda kurumalara neden olan
fungal etmenin Botryosphaeria dothidea oldugu kesinlik
kazanmigtir. Yapilan kapsamli literatlir arastirmasinda
(Farr ve Rossman, 2020), hastalik etmeninin Glkemiz icin
cevizlerde s6z konusu belirtilerden sorumlu fungal
hastallk etmeni oldugu ilk kez bu c¢alisma ile
belirlenmistir.

Cin'deki ingiliz cesidi cevizlerde Botryosphaeria dothidea
ve Lasiodiplodia pseudotheobromae’nin
karakterizasyonu seklinde yapilan ¢alismada ITS rDNA
and translation elongation factor 1-alpha (TEF-1a) gen
bolgelerine gore elde edilen izolatlarin Botryosphaeria
dothidea and Lasiodiplodia pseudotheobromae oldugu
molekdler olarak karakterize edilmistir (Li ve ark., 2016).
Chen ve ark., (2014), Kaliforniya’da ingiliz cesidi
cevizlerde Botryosphaeriaceae ve Diaporthaceae
tirlerinin belirlenmesi konusunda yaptiklari ¢alisma ile
Botryosphaeriaceae’ya ait 10, Diaporthaceae’ya ait 2
farkh tir elde etmislerdir. Bu tirleri Botryosphaeria
dothidea, Diplodia mutila, D. seriata, Dothiorella iberica,
Lasiodiplodia citricola, Neofusicoccum mediterraneum,
N. nonquaesitum, N. parvum, N. vitifusiforme,
Neoscytalidium dimidiatum, Diaporthe neotheicola and
D. rhusicola olarak tanimlamislaridir. Luo ve ark. (2017),
Kaliforniya eyaletinde yetisen kabuklu sert cekirdekli
meyve agaclarindaki kurumalara  Botryosphaeria
dothidea tirinin yanisira, Cytospora, Diplodia,
Lasiodiplodia, Neofusicoccum ve Phomopsis spp.
turlerine ait fungal etmenlerin neden oldugunu
belirlemislerdir. S6z konusu bélgede yapilan detayl
sorvey ve tanilama c¢alismalari (Luo ve ark., 2019)
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sonucunda; bu etmenlerden Phomopsis ve Diplodia spp.
dusitk, B. dothidea ve Lasiodiplodia spp. yiksek ve
Neofusicoccum spp. ise orta dizeyde vyayginlik
gosterdigini bildirmislerdir. Sonucta 6 farkli etmenin
genel durumu degerlendirildiginde, Phomopsis ve
Diplodia spp. bolgede kanser hastaliklari arasinda disiik
oneme sahipken, Lasiodiplodia spp. en saldirgan ve iyi
gelisen populasyon, Cytospora spp. 1-2 erik bahcesinde
baskin tiir oldugu, B. dothidea ve Neofusicoccum spp.’nin
bélgede farkl meyve agaglarinda yiiksek yayginlik egilimi
gosteren hastaliklar olarak degerlendirilmistir (Luo ve
ark., 2019).

Hastalik etmenin ulkemizde varhg farkh bdlgelerde
yetisen baglarda (Akgil ve ark., 2014; Akgil ve ark.,
2015) ve elma agaclarinda (Tirkélmez ve ark., 2016)
kurumalara neden oldugu 6nceden yapilan ¢alismalarda
da bildirilmistir. California disinda, s6z konusu hastalik
etmeninin Cin (Li ve ark., 2016), iran (Abdollahzadeh ve
ark., 2013) ve ispanya’da (Lopez-Moral ve ark., 2020)
yetistiriciligi yapilan ceviz agaclarinda hastaliga neden
oldugu bildirilmistir.

Hastalik etmeninin in vitro kosullarda fungisitlere karsi
duyarliliginin belirlenmesi

Farkh fungisitlerin B. dothidea WBd31 izolatinin misel
gelisimini engelleyen antifungal etkileri incelendiginde,
hastallk etmeninin  kresoxim-methyl hari¢ diger
fungisitlere karsi olduk¢a duyarli oldugu goézlenmistir.
Denemede yer alan farkli kimyasal yapidaki fungisitler
arasinda en yiksek etkinligi (%100), 0.01pg/ml
konsantrasyonda fluazinam gostermistir. Denemedeki
her bir fungisitin hastalik etmeninin misel gelisimini %50
oraninda engellenmesi icin gereken etkili konsantrasyon
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(ECso) degerleri, Probit analizi ile belirlenmistir. Elde
edilen sonuclara gore, en disik ECso degeri 0.002 pg/ml
ile en ylksek fungisidal etkinlik gosteren ilag fluzinam
olarak kaydedilirken, bu fungisiti 0.275 pg/ml ile
thiophanate-methyl, 0.994 pg/ml ile tebuconazole,
3.993 pg/ml ile boscalid+pyraclostrobin, 4.262 pg/ml ile
trifloxystrobin etken maddeli fungisitler takip etmistir.
Fungisitler arasinda en dusuk etkinlik ise, 55.246 pg/ml

ile en yuksek ECso degerine sahip kresoxim methyl
tarafindan ortaya konmustur (Cizelge 3). Sonug olarak
cahismada kullanilan fungisitler icerisinde fluazinam,
thiophanate-methyl ve tebuconazole disik ECso
degerleri ile Botryosphaeria dothidea WBd31 izolatina
karsi en etkili fungisitler olarak belirlenmistir.

Gizelge 3 Farkli konsantrasyonlarda kullanilan bazi fungisitlerin in vitro kosullarda Botryosphaeria dothidea izolatinin
misel gelisiminin engellenmesi Gizerine olan antifungal etkileri

Fungisitler ve uygulama dozlari (ug/ml)?

Trifloxystrobin X
Kontrol 0.5 1.0 5.0 10.0 20.0 50.0 ECso
80+0.0f* 65.0+3.6e 55.0+3.6d 43.312.3c 28.0+2.6b 18.3+2.52a 14.0+2.0a 4.262
Tebuconazole
Kontrol 0.5 1.0 5.0 10.0 20.0 50.0
80.0+0.0g 48.0+2.6f 35.0+2.0e  28.33+3.5d 20.3£3.2c 9.33+1.5b 4.3+0.6a 0.994
Thiophanate-methyl
Kontrol 0.1 0.5 1.0 3.0 5.0 10.0
80.0+0.0g 54.0+2.6f 30.0t2.7e 22.0+2.6d 13.3+2.3c 7.311.5b 0.0£0.0a 0.275
Fluazinam
Kontrol 0.001 0.003 0.005 0.007 0.01 0.015
80.0+0.0f 59.0+3.0e 43.0+2.6d 23.3+2.5¢ 12.0+1.7b 0.0%0.0a 0.0+0.0a 0.002
Kresoxim-methyl
Kontrol 0.1 0.5 1.0 5.0 10.0 50.0
80.0+0.0f 74.3+2.5e 63.3+2.6d 56.0+3.0c 51.0+£3.0b 50.0£3.6b 44.3313.1a 55.246
Boscalid+ pyraclostrobin
Kontrol 1.0 3.0 5.0 10.0 20.0 50.0
80.0+0.0g 64.3+2.5f 50.3+2.5e 31.0+3.0d 22.0+2.0c 12.3+1.5b 5.0+1.7a 3.993

aSatir icinde yer alan ortalama koloni ¢caplarinin (mm S.D) yanindaki farkli harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak
Duncan Coklu Karsilastirma Testine gére 6nemli oldugunu gosterir (P<0.05).

b Fungisitlerin misel gelisimini %50 diizeyinde engelleyen etkili konsantrasyonlari (ECso) her bir fungisit icin farkh
konsantrasyonlarda elde edilen degerleri kullanilarak SPSS istatistik programi (Versiyon 17.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yardimi

ile Probit analizi yapilarak tahmin edilmistir.

Ulkemizde ve diinyada ceviz kanser hastaliklarinin
kimyasal miucadelesi Uzerine yapilmis c¢alismalarin
oldukca kisith dizeyde oldugu gozlenmektedir.
Avustralya’da baglarda Botryosphaeria kanserinin
miicadelesinde fungisitlerin etkileri, B. dothideaq,
Neofusicoccum parvum, Lasiodiplodia theobromae ve
Diplodia seriata tiirlerine karsi 20 farkh fungisitinin in
vitro denemeleri ile ortaya konmustur. ECso degeri <1.0
mg/I'nin altinda olan fludioxonil, carbendazim,
fluazinam, tebuconazole, flusilazole, penconazole,
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procymidone, iprodione, myclobutanil ve
pyraclostrobin, en etkili fungisitler olarak belirlenmistir
(Pitt ve ark., 2012). Ayrica, Urbez-Torres ve ark. (2013),
Sili'deki bag alanlarinda yaygin olarak kullanilan DMI
grubu fungisitlerin Diplodia ve Neofusicoccum tirlerinin
miseliyal gelisimine etkisini belirlemek icin yaptiklari
¢alismada, D. mutila, D. seriata, N. australe ve N. parvum
patojenlerine tebuconazole, myclobutanil, prochloraz,
prochloraz+epoxiconazole fungisitlerinin  etkinliginin
oldukga yiksek oldugunu saptanmislardir.
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Sonug olarak, Hatay ili iskenderun ilcesinde yetistiriciligi
yapilan cevizlerde govde kanseri hastalik belirtilerine
neden olan hastalik etmeni, morfolojik, patolojik ve

molekiler calismalari  sonucunda  Botryosphaeria
dothidea olarak tanilanmistir.  Yapilan literatir
arastirmasina  gore,  Ulkemizde  Botryosphaeria

dothidea’nin ceviz agagalarinda hastalik olusturdugu ilk
kez bu calismaile ortaya konulmustur. Hastalik etmenine
karsi farkli kimyasal yapidaki fungisitlerin etkinlikleri in
vitro kosullarda belirlendigi calisma sonuclarina gore
fungisitler icerisinde fluazinam, thiophanate-methyl ve
tebuconazole distk ECso degerleri ile Botryosphaeria
dothidea WBd31 izolatina karsi en etkili fungisitler olarak
tespit edilmistir.

OzZET

Amag: Calismada Hatay’in iskenderun ilgcesinde Mayis
2019 tarihinde ceviz bahcgelerdeki ceviz agaclarinda,
iletim dokularinda kahverengi-koyu kahverengi renk
degisikligi, odun dokusu nekrozu ve dallarda geriye
dogru olim hastalik belirtilerine neden olan fungal
etmenin tanilanmasi ve etmenin bazi fungisitlere karsi
duyarllik diizeylerinin belirlenmesi amaglanmustir.
Yontem ve Bulgular: Hastalikli dallardan, kanserlerden
ve belirti gostermeyen ceviz 6rneklerinden yapilan
izolasyonlar sonucunda elde edilen fungal izolat
morfolojik ve molekiler ¢calismalara gore Botryosphaeria
dothidea olarak tanilanmistir. Patojenisite denemeleri,
fungal izolatin bolgede yetistirilen Chandler ¢esidi ceviz
agaci surglnlerinde olduk¢a virlilent oldugunu
gostermistir. Mevcut bilgilerimize gbére bu ¢alisma,
Tirkiye’de cevizi enfekte eden Botryosphaeria
dothidea’nin ilk raporudur. Fluazinam (0.001-0.015
ug/ml), thiophanate-methyl (0.1-10.0 pg/ml), boscalid +
pyraclostrobin (1.0-50.0 pug/ml), trifloxystrobin (0.5-50.0
pug/ml),  kresoxim-methyl (0.1-50.0 pg/ml) ve
tebuconazole (0.5-50.0 pg/ml) gibi 6 farkli fungisitin
farkl konsantrasyonlarinin, fungal etmene karsi in vitro
antifungal etkileri belirlenmistir. Fungisitlerin ortalama
etkili konsantrasyon (ECso) degerleri, Probit analiziyle
belirlenmistir. Hesaplanan ECso 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 pg/ml), boscalid +
pyraclostrobin (3.993 pg/ml) ve trifloxystrobin (4.262
ug/ml) izlemistir. En dusik antifungal etkinlik fungisitler
arasinda misel gelisimini %37.5 oraninda engelleyen
kresoxim-methyl tarafindan gosterilmistir.

Genel Yorum: Bu calisma fungal etmen Botryosphaeria
dothidea’'nin Tirkiye'de vyetistirilen ceviz agaglarinda
govde kanseri hastaliga neden oldugunun ilk kayididir.
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Elde edilen sonuglar ayrica Botryosphaeria dothidea’nin
sebep oldugu ceviz kanser hastaliginin segilen
fungisitlerin  uygulanmasiyla agaglarin  hastaliktan
korunabilecegini 6nermektedir.

Calismanin Onemi ve Etkisi: Sonug olarak, fluazinam,
thiophanate-methyl ve tebuconazole’iin fungal patojen
B. dothidea’'nin kontroliinde kullanim potansiyeli
bulundugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Ceviz, Fungisit, Botryosphaeria
dothidea, Botryosphaeriaceae.

TESEKKUR

Bu calisma, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bitki
Saghgl Klinigi Uygulama ve Arastirma Merkezi
laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

CIKAR CATISMA BEYANI

Yazar(lar) c¢alisma konusunda ¢ikar catismasinin

olmadigini beyan eder.

ARASTIRMACILARIN KATKI ORANI BEYANI
Yazarlar ¢alismaya esit oranda katki saglamis olduklarini
beyan eder.

KAYNAKLAR

Abdollahzadeh J, Zare R, Phillips AJL (2013) Phylogeny
and taxonomy of Botryosphaeria and Neofusicoccum
species in Iran, with description of Botryosphaeria
scharifii sp. nov. Mycologia 105: 210-220.

Akgul DS, Savas NG, Eskalen A (2014) First report of
wood canker caused by Botryosphaeria dothidea,
Diplodia seriata, Neofusicoccum parvum, and
Lasiodiplodia theobromae on grapevine in Turkey.
Plant Dis. 98: 568.

Akgul DS, Savas, NG, Teker T, Keykubat B, Mayorquin JS,
Eskalen A (2015) Fungal trunk pathogens of Sultana
seedless vineyards in Aegean region of Turkey.
Phytopathol. Medit. 54(2): 380-393.

Anonim (2017) FAOSTAT, Word Production Data.
http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC/visualize
(Erisim Tarihi: 28.12.2019)

Anonim (2018) TUIK Bitkisel Uretim istatistikleri.
https://biruni.tuik.gov.tr/medas/?kn=92&locale=tr
(Erisim Tarihi: 28.12.2019)

Arzanlou M, Moshari S, Bakhshi M, Khodaie S (2012)
Botryosphaeria dothidea associated with grapevine
decline disease in Iran. Australas. Plant Dis. Notes 7:
197-200.

Barr ME (1987) Prodromus to Class Loculoascomycetes.
Hamilton |. Newell, Inc., Amherst, MA.



http://dergipark.gov.tr/mkutbd
http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC/visualize
https://biruni.tuik.gov.tr/medas/?kn=92&locale=tr

MKU. Tar. Bil. Derg. / MKU. J. Agric. Sci. 2020, 25(1): 46-56

Arastirma Makalesi / Research Article

Boratyn GM, Camacho C, Cooper PS, Coulouris G, Fong
A, Ma N, Madden TL, Matten WT, McGinnis SD,
Merezhuk Y, Raytselis Y, Sayers EW, Tao T, Ye J,
Zaretskaya | (2013) BLAST: a more efficient report
with usability improvements. Nucleic Acids Res. 41:
29-33.

Boriss H, Brunke H, Kreith M (2006) Commodity profile:
English walnuts. Agricultural Issues Center, University
of California, Davis.

Chen SF, Morgan D, Hasey JK, Anderson K, Michailides T
(2014) Phylogeny, morphology, distribution, and
pathogenicity of Botryosphaeriaceae and
Diaporthaceae from English walnut in California.
Plant Dis. 98: 636—-652.

Damm U, Crous PW, Fourie PH (2007)
Botryosphaeriaceae as potential pathogens of Prunus
species in South Africa, with descriptions of Diplodia
africana and Lasiodiplodia plurivora sp. nov.
Mycologia 99(5): 664—680.

Dervis S, Turkolmez S, Ciftci O, Ulubas Serce C, Dikilitas
M (2019) First report of Neoscytalidium dimidiatum
causing black canker and root rot of walnut in Turkey.
Plant Dis. 103(8): 2129.

Farr DF, Rossman AY (2020) Fungal databases.
Systematic mycology and microbiology laboratory,
USDA  ARS. Retrieved from  http://nt.ars-
grin.gov/fungaldatabases/ (Erisim Tarihi: 27.12.2019)

Glass NL, Donaldson GC (1995) Development of primer
sets designed for use with the PCR to amplify
conserved genes from filamentous ascomycetes.
Appl. Environ. Microbiol. 61: 1323-1330.

Inderbitzin P, Bostock RM, Trouillas FP, Michailides TJ
(2010) A six locus phylogeny reveals high species
diversity in Botryosphaeriaceae from California
almond. Mycologia 102: 1350-1368.

Kumar S, Stecher G, Tamura K (2016) MEGA7: Molecular
evolutionary genetics analysis version 7.0 for bigger
datasets. Mol. Evolut. Genetics Analysis 33(7): 1870—
1874.

Li GQ, Liu FF, Li JQ, Liu QL Chen SF (2016)
Characterization of Botryosphaeria dothidea and
Lasiodiplodia  pseudotheobromae from English
walnut in China. J. Phytopathol. 164(5): 348-353.

Lopez-Moral A, Lovera M, del Carmen Raya M, Cortes-
Cosano N, Arquero O, Trapero A, Agusti-Brisach C
(2020) Etiology of branch dieback and shoot blight of
english walnut caused by Botryosphaeriaceae and
Diaporthe species in Southern Spain. Plant Dis.
104(2): 533-550

55

LuoY, Gu S, Felts D, Puckett RD, Morgan DP, Michailides
TJ (2017) Development of qPCR systems to quantify
shoot infections by canker-causing pathogens in
stone fruits and nut crops. J. Appl. Microbiol. 122(2):
416-428.

Luo Y, Lichtemberg PSF, Niederholzer FJA, Lightle DM,
Felts DG, Michailides TJ (2019) Understanding the
process of latent infection of canker-causing
pathogens in stone fruit and nut crops in California.
Plant Dis. 103(9): 2374-2384.

Ma Z, Michailides TJ (2002) Characterization of
Botryosphaeria dothidea isolates collected from
pistachio and other plant hosts in California.
Phytopathology 92: 519-526.

McDonald V, Lynch S, Eskalen A (2009) First report of
Neofusicoccum australe, N. luteum and N. parvum
associated with avocado branch canker in California.
Plant Dis. 93: 967.

McDonald V, Eskalen A (2011) Botryosphaeriaceae
species associated with avocado branch cankers in
California. Plant Dis. 95: 1465-1473.

Michailides TJ (1991) Pathogenicity, distribution, sources
of inoculum, and infection courts of Botryosphaeria
dothidea on pistachio. Phytopathology 81: 566-573.

Moral J, Mufoz-Diez C, Gonzdlez N, Trapero A,
Michailides TJ (2010) Characterization and
pathogenicity of Botryosphaeriaceae species
collected from olive and other hosts in Spain and
California. Phytopathology 100: 1340-1351.

Nouri MT, Lawrence DP, Holland LA, Doll DA, Kallsen CE,
Culumber CM, Trouillas FP (2019) Identification and
pathogenicity of fungal species associated with
canker diseases of pistachio in California. Plant Dis.
103(9): 2397-2411.

Pitt WM, Sosnowski MR, Huang R, Qiu Y, Steel CC,
Savocchia S (2012) Evaluation of fungicides for the

management of Botryosphaeria canker of
grapevines. Plant Dis. 96: 1303-1308.
Qiu Y, Savocchia S, Steel CC, Ash GJ (2008)

Botryosphaeria dothidea associated with grapevine
trunk disease in south-eastern Australia. Australas.
Plant Pathol. 37: 482—-485.

Slippers B, Wingfield MJ (2007) Botryosphaeriaceae as
endophytes and latent pathogens of woody plants:
diversity, ecology and impact. Fung. Biol. Rev. 21: 90-
106.

Turkolmez S, Dervis S, Ciftci O, Serce CU (2016) First
report of canker and dieback caused by
Botryosphaeria dothidea on apple in Turkey. Plant
Dis. 100(6): 1237-1238.


http://dergipark.gov.tr/mkutbd
http://nt.ars-grin.gov/fungaldatabases/
http://nt.ars-grin.gov/fungaldatabases/

MKU. Tar. Bil. Derg. / MKU. J. Agric. Sci. 2020, 25(1): 46-56

Arastirma Makalesi / Research Article

Urbez-Torres JR, Leavitt GM, Voegel TM, Gubler WD
(2006) Identification  and distribution  of
Botryosphaeria spp. associated with grapevine
cankers in California. Plant Dis. 90: 1490-1503.

Urbez-Torres JR, Gubler WD (2009) Pathogenicity of
Botryosphaeriaceae species isolated from grapevine
cankers in California. Plant Dis. 93: 584-592.

Urbez-Torres JR, Peduto F, Vossen PM, Krueger WH,
Gubler WD (2013) Olive twig and branch dieback:
etiology, incidence, and distribution in California.
Plant Dis. 97: 231-244.

56

Uysal A, Kurt S (2019) Limonda antraknoz hastalig
etmeni Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz.
& Sacc.’in bazi fungisitlere karsi in vitro duyarlihigl.
Bitki Koruma Biilteni 59(1): 53-62.

White TJ, Bruns T, Lee S, Taylor J (1990) Amplification
and direct sequencing of fungal ribosomal RNA genes
for phylogenetics. In: Innis MA, Gelfand DH, Sninsky
JJ, White TJ (eds) In: PCR Protocols: A Guide to
Methods and Applications. Academic Press, San
Diego, pp. 315-322.


http://dergipark.gov.tr/mkutbd

