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OZET
Doktora Tezi

GOLHISAR-IBECIK YORESI KIZILCAM GENCLESTIRME ALANINDA
Heterobasidion annosum’UN POPULASYON YAPISI

Refika Ceyda BERAM

Isparta Uygulamal Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Orman Miihendisligi Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. H. Tugba DOGMUS LEHTIJARVI

Basidiomycota subesine ait olan Heterobasidion annosum (Fr.) Bref., Kuzey
Yarimkiire’de yer alan tiim 1liman tilkelerde, 6zellikle ibreli agaglarda kok ve alt gévde
curiikliigiine neden olan tahripkar bir hastalik etmenidir. Ormancilik sektoriinde neden
oldugu yiiksek ekonomik kayiplar nedeniyle, diinyada orman patologlarinin en gok
calistigi orman fungusu olarak bilinmektedir. Bu doktora tezi kapsaminda, Burdur ili
Golhisar-ibecik ilgesi Kizilgam genglestirme alaninda H. annosum’un populasyon
yapist arastiritlmistir. Tespit edilen hastalik ocaklarinda, orneklemelerin yapildig:
kizilgam agaglarindan toplam 182 adet izolat elde edilmistir. Yapilan eslestirme
testleri sonucunda tiim Heterobasidion spp. izolatlarinin, H. annosum s.s. test izolatlar1
ile %96,9 oraninda uyumluluk gosterdigi tespit edilmistir. Tiire 6zgii MJ primer ¢ifti
ile gerceklestirilen PCR amplifikasyonlar1 ile morfolojik teshis calismalar
desteklenmistir. Genetik ¢esitliligin belirlenmesi amaciyla yapilan somatik eslestirme
testi sonuglarma gore, H. annosum izolatlariin 34 farkli genete ait oldugu tespit
edilmistir. RAMS ve M13 markorleri ile gerceklestirilen PCR tabanli molekiiler
analizlerin sonuglar1 bir biitiin olarak degerlendirildiginde toplam molekiiler
varyasyonun %49’unun hastalik ocaklar1 arasinda gergeklestigi, %351 inin
populasyonlar igindeki bireysel farkliliklardan kaynaklandigi sonucuna varilmistir.
S6z konusu primerler ile amplifikasyon sonucunda elde edilen DNA bant uzunluklari
350-1500 bp arasinda degigmektedir. Allellerin genel polimorfizm oran1 %53,2°dir.
Elde edilen toplam allel sayis1 bakimindan (CCA)s ve (TCG)s RAMS primeri en fazla
polimorfik bandi iiretirken, en az sayida bant M13 primeri tarafindan Uretilmistir.
Etmenin populasyon yapisinin degerlendirilmesi asamasinda AMOVA, UPGMA,
PCoA, Cluster ve TWINSPAN analiz yontemlerinden faydalanilmistir. Ayrica
calismada, MAXENT yaklasimi yardimiyla hastaligin yayilisin1 etkileyebilecek
cevresel faktorlere ait verilerin iligkilendirilmesi suretiyle potansiyel dagilim
haritalamasi gergeklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Annosum kok ciirikliigii, Konifer, Hastalik ocagi, Mikrosatelit,
RAMS, MAXENT

2019, 140 sayfa



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

POPULATION STRUCTURE of Heterobasidion annosum in TURKISH PINE
REGENERATION AREA in GOLHISAR-IiBECIiK DISTRICT

Refika Ceyda BERAM

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Forest Engineering

Supervisor: Prof. Dr. H. Tugba DOGMUS LEHTIJARVI

Basidiomycetes belonging to the Heterobasidion annosum (Fr.) Bref. are some of the
most destructive disease agents of conifers in all temperate countries in the Northern
Hemisphere causing root and butt rot. Significant economic losses by Heterobasidion
species in forestry make them the most widely studied forest fungi in the world. In this
thesis, population structure of H. annosum in Turkish pine regeneration area in
Golhisar-Ibecik district was investigated. A total of 182 isolates were obtained in
disease centers in which the agent was observed. As a result of the pairing tests, all of
the Heterobasidion isolates were found to be 96.9% compatible with the H. annosum
s.s. test isolates. Morphological diagnostic studies were supported by PCR
amplifications performed with species specific MJ primer pair. According to the
results of somatic pairing test to determine genetic diversity, H. annosum isolates were
found to belong to 34 different genets. When the results of PCR-based molecular
analyzes performed with RAMS and M13 markers were evaluated as a whole, it was
concluded that 49% of the total molecular variation occurred between the disease
centers and 51% was caused by individual differences within the populations. The
DNA band lengths obtained from amplification with these primers varied between
350-1500 bp. The overall polymorphism rate of alleles was 53.2%. In terms of the total
number of alleles obtained, (CCA)s and (TCG)s RAMS primers produced the most
polymorphic bands, while the least number of bands were produced by the M13
primer. AMOVA, UPGMA, PCoA, Cluster and TWINSPAN analysis methods were
used in the evaluation of the population structure of the pathogen. Also in this study,
potential distribution mapping for the study area was carried out by associating the
data related to environmental factors that may affect the spread of the disease with the
help of MAXENT approach.

Key Words: Annosum root rot, Coniferous, Disease center, Microsatellite, RAMS,
MAXENT.

2019, 140 pages
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1. GIRIS

Yeryiiziindeki karasal ekosistemin énemli bir kismini olusturan orman ekosistemleri,
ayni zamanda bitkisel biyokiitlenin biiyiik bir kismin1 barindirmaktadir (Hougton,
2005; FAO, 2015). Bu ckosistemler, endiistrinin odun hammaddesi ihtiyacin
karsilamasinin yani sira insanoglunun temel ihtiyaclarinin karsilanmasinda, yerel ve
kiiresel diizeyde iklim kosullarinin diizenlenmesinde, hidrolojik dongiiye katki
saglayarak su rejiminin iyilestirilmesinde, biyolojik c¢esitlili§in ve yaban hayatinin
stirdiiriilmesinde ve erozyonun dnlenmesinde gorev alan ekolojik, ekonomik ve sosyal

fonksiyonlara sahip agik sistemler olarak bilinmektedir (Kezik ve Kocaginar, 2015).

Ormanlardan saglanan iriin ve hizmetlere olan ihtiyaclar, artan niifus ve
sanayilesmenin gereksinimlerinin karsilanmasma paralel olarak giin gectikce
artmakta, bdylece ormanlar tizerindeki bask1 her gecen giin biiytimektedir. Son yillarda
insanoglunun karsisina ¢ikan iklim degisikligi, saglikli su kaynaklarinin yetersizligi,
biyogesitliligin tehtidi gibi son derece onem arz eden ¢evre sorunlari dikkate
alindiginda giderek azalmakta olan orman kaynaklar1 daha da 6nemli hale gelmis

bulunmaktadir (Costanza ve Jorgensen, 2002).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Teskilat1 (FAO) tarafindan yapilan agiklamaya gore
diinyadaki toplam orman alani 1990 yilinda 4 milyar 128 milyon hektar (ha) iken, 2015
yilinda 3 milyar 999 milyon ha olarak rapor edilmistir (FAO, 2015). Yenilenebilen bir
dogal kaynak olmasina ragmen, ormanlara yapilan asir1 ve bilingsiz miidahaleler,
teknige uygun olmayan ormancilik caligmalar1 ve ormanlarin sosyal ve ekolojik
islevleri goz Oniine alinmadan yapilan faydalanma islemleri sadece agaclar1 degil,
orman ekosistemini olusturan diger canli ve cansiz tiim varliklar1 olumsuz
etkilemektedir. Dogal bir orman ekosisteminin bilesenleri, insan miidahaleleri sonucu
degistirildiginde, hastalik etmenlerinin faaliyetleri tahripkar boyutlara ulasabilmekte
ve mevcut ekosistem dengesi iizerinde geri doniilmesi miimkiin olmayan neticelere
neden olabilmektedir. Dolayisiyla abiyotik (riizgar, don, kar vb.) ve biyotik (fungus,
bdcek, bakteri vb.) faktorler her ne kadar dogal ekosistemin bir pargasi olsalar da, tim
bu sebeplerden dolay1 orman ekosistemlerinin saghigini ve gelecegini 6nemli derecede

tehdit etmektedir (Aday ve Dogmus Lehtijarvi, 2007).



Orman patojenlerinin sebep olduklar1 zararlar genellikle siddetli, uzun vadeli ve
hafifletilemez olarak goriilmektedir. Hastalik etmeninin olusmasinda uygun c¢evre
kosullar1, duyarli bir konuk¢u ve hastalik olusturabilen bir patojen yeterli olmaktadir.
Bu etmenlerinin faaliyetleri sonucunda orman ekosistemlerinde agaglarin Glmesi,
artimin azalmasi, rejenerasyonun gecikmesi, tiir degisimi, ticari odunun zarar gormesi
gibi hem ekonomik hem de ekolojik acidan da 6nem tasiyan yerel veya daha genis
capta istenmeyen durumlar ortaya g¢ikabilmektedir (Dogmus Lehtijarvi vd., 2012;
Oskay vd., 2014). Bitki ve hayvan tiirlerinin yasayabilme yeteneklerinden, ormanlarin
verimine ve karbon tutumuna kadar bir¢ok onemli konuda zarara neden orman
patojenleri, diinya ¢capinda orman ekosistemleri igin 6nemli tehdit unsurlar1 arasinda

yer almaktadir (Klopfenstein vd., 2009).

Orman patojenlerinin orman ekosistemleri tizerindeki etkilerinin iklim degisikligi gibi
kayg1 uyandiran ¢evresel sorunlarin siiregelmesi ile zamanla artmas1 beklenmektedir.
Ormanlar tizerinde baski olusturdugu bilinen bu ¢evresel sorunlar, beraberinde
hastaliklarin yer veya form degistirmesi gibi olaylar1 getirebilmektedir (Kenis ve
Branco, 2010; Williams vd., 2010; Aukema vd., 2011). Orta Avrupa igin
gergeklestirilen bir iklim senaryosuna gore, 2030 yilinda ortalama sicaklikta ve yagis
miktarinda meydana gelebilecek degisiklikler ile mikro klimanin, orman sinirlarin
daha kuzeye tasinacagi ve bunun sonucunda agaglarda meydana gelen hastalik ve

oliimlerin giin gegtikge artis gosterecegi belirtilmistir (Szedlak, 1996; Asan, 1998).

Ormanlarin kiiresel 1sinma gibi hayati konulardaki stratejik rolii diislintildiigiinde,
ormanlarin korunmasi ve siirdiiriilebilir yonetimine yonelik faaliyetlerin tizerinde daha
fazla durulmasi gerekmektedir. Ormanlarin siirdiiriilebilirligi, biiylik oranda dogal
kaynaklarin korunmasina ve dogru yontemlerle yonetilmesine baglidir. Patojenlerin
neden oldugu hastaliklar i¢in uygulanan bilingsiz miicadele yontemleri, dogal
dengenin bozulmasmma yol acarak; canli-cansiz tiim c¢evreyi ciddi boyutta
etkilemektedir. Diinya niifusunun artisina bagli olarak, kisi basina diisen yillik odun
hammaddesi arz acig1 goz Oniinde bulunduruldugunda; ormanlarin bakimi ve
genglestirilmesi, ormani tahrip eden abiyotik ve biyotik faktorlerle etkin sekilde
miicadele edilmesi ve hizli gelisen tiir agaclandirmalarina agirlik verilmesi gibi cesitli

tedbirlere ihtiya¢ duyulmaktadir (OGM, 2014).



Ormanlarimizin sagladig tiim bu hizmetler géz 6niinde bulunduruldugunda, bir¢cok
canliya yasama ortami saglayan, bu paha bigilemeyen tabii kaynagin korunmasi ve
gelecek nesillere birakilabilmesi i¢in Siirdiiriilebilir Orman Y 6netimi (SOY) kriter ve
gostergelerine uygun olarak yonetilmesi biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu kapsamda
hem diinyada hem de bdlgesel olarak iizerinde durulan SOY kriterlerinin basinda
orman ekosisteminin sagliginin korunmast ve bu sistem icinde yer alan biyolojik

cesitliligin stirdiiriilmesi gelmektedir (Adamowics, 2003).

Diinya’da ve tlilkemizde zarara neden olan hastalik etmenlerinin, ormanlarda
dogurabilecegi tahribati Onlemek, azaltmak ve onlarla miicadele edebilmek igin
morfolojik ve molekiiler olarak detayl bir sekilde tanimlanmasi ve elde edilen veriler
1s1g1nda olasi1 epidemiler icin etkin stratejiler gelistirilerek onlemler alinmasi biiyiik
onem arz etmektedir. Hastalik etmenleri icin dogru ve etkin kontrol stratejileri
gelistirebilmek ise ancak buna neden olan etmenin biyolojik o6zelliklerinin ve

populasyon yapisinin iyi tanimlanmis olmasiyla miimkiin olmaktadir.

Bir organizmanin populasyon yapisini belirlemeye yonelik ¢alismalar genel olarak iki
farkli perspektifden ele alinmaktadir. Ekolojik esasli ¢alismalarda populasyonda
bulunan bireyler yas, cinsiyet, boy, agirlik gibi parametrelere bagli olarak
incelenirken, genetik esasli ¢alismalarda Ozellikle populasyonlar igindeki genetik
cesitlilik miktari, gen akisi ve mutasyonlar gibi bazi parametreler kullanilmaktadir
(White ve Culver, 2011). Populasyon yapisinin karakterize edilmesi, dogal
populasyonlarin ge¢cmisteki ve giliniimiizdeki yayilislarin1 karsilastirilabilmek,
populasyonlar1 koruyabilmek ve evrimsel olarak istikrarhi tiirlerin devamliligini
saglayabilmek icin oldukca Onemlidir. Bu sayede iklim degisikligi gibi degisen
cevresel faktorlerin populasyonlar {izerindeki baskilayici etkileri ve Onemi

aciklanabilmektedir (Alam, 2016).

Bireyler arasinda bulunan genetik cesitliligin temeli gen dizilimindeki farkliliklar
olarak bilinmektedir. Tiir i¢i ve tiirler aras1 genetik g¢esitliligin belirlenmesinde
kullanilan morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal yontemler cevresel faktorlerden
etkilenmekte ve olduk¢a uzun siire takip gerektirmektedirler. Bireylerin DNA’larinin
molekiiler diizeyde karsilastirilmasini saglayan molekiiler markor tekniklerinin

gelistirilmesiyle farkli ekolojilerdeki genetik materyaller daha kolay karakterize
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edilebilmekte, bdylece bireylere ait genetik varyasyonlar daha hizli ve giivenilir

bigcimde belirlenebilmektedir (Akcan vd., 2008).

Ik kez 1821 yilinda Fries tarafindan rapor edilen Heterobasidion annosum (Fr.) Bref.
(1888), genis Olciide Kuzey Yarimkiire ormanlarinda dagilim gdosteren, koniferlerde
kok ve alt govdede ciiriikliige neden olan en tahripkar funguslardan birisidir. Uzun
yillar siiren arastirmalar sonucunda, H. annosum bir kompleks olarak tanimlanmis ve
Heterobasidion annosum (Fr.) Bref. sensu lato (s. I.) olarak adlandirilan bu komplekse
ait tlirler morfolojik 6zelliklerinin ve konukgu tercihlerinin farkliligindan yola ¢ikarak
siiflandirilmistir (Korhonen, 1978; Capretti vd., 1990, Niemeld ve Korhonen, 1998).
Avrupa, Kuzey Amerika, Rusya, Cin ve Japonya’da yayilis gosterdigi bilinen bu
kompleks, son 40 yi1l igerisinde yaklasik 1.700 bilimsel makaleye konu olmus, orman
patolojisinde ge¢misten giinlimiize iizerinde en fazla arastirmanin yapildig: tiirleri

kapsamaktadir. (Garbelotto ve Gonthier, 2013).

Genis bir konukgu dizisine sahip olan fungusun neden oldugu kok ciiriikliigii, bugiine
kadar 45 ¢am, 25 géknar ve 10 ladin tiiriiniin de ig¢inde yer aldig1 200’den fazla odunsu
bitki tiirlinde tespit edilmistir (Garbelotto ve Gonthier, 2013). Ormancilik agisindan
pratikte kullanilan uygulamalar H. annosum’un yayilisina uygun kosullar meydana
getirmekte ve boylelikle patojen, agaclarda agilmis yaralardan, aralama veya tiraslama
kesimleri uygulanmis alanlarda birakilan dip kiitiiklerinden kolaylikla penetre
olabilmektedir. Hastalik etmeni bir kez kolonize olmay1 basardiktan sonra, kok
kaynasmasi yoluyla civardaki agaglarin kok sistemlerine atlamakta ve agacin en
degerli kismi olan alt govdede kdk bogazindan baslayip 10 m’ye varabilen ¢iiriikliikler

olusturmaktadir (Korhonen, 1978).

H. annosum kompleksine ait intersteril (IS) gruplarin belirlenmesinde, tiir i¢i ve tiirler
aras1 genetik ¢esitliligin tespitinde genellikle klasik bir yontem olan eslestirme testleri
kullanilmaktadir (Korhonen, 1978; Stenlid ve Karlsson, 1991; Korhonen vd., 1998a).
Arastirmacilar tarafindan sik¢a kullanilan bu klasik yontemin yani sira, tiirlerin pektik
izoenzim profillerinin (Karlsson ve Stenlid, 1991) ve yag asitleri-sterol profillerinin
belirlenmesi (Muller vd., 1995) gibi serolojik analizler de mevcuttur. Ayrica rastgele
cogaltilmis DNA polimorfizmi (RAPD) (Garbelotto vd., 1993; Fabritius ve

Karjalainen, 1993; Porta vd., 1993), M13 minisatelit parmak izi analizi (Karlsson
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1994; Stenlid vd., 1994), rastgele amplifike olan mikrosatelit markorleri (RAMS)
(Hantula vd., 1996) ve ribozomal DNA dizilemesi (Kasuga vd., 1993) gibi PCR tabanli
molekiiler teknikler Heterobasidon cinsinin genetik cesitliligin belirlenmesi veya

genetik haritalarin olusturulmasi ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu doktora tez calismasi, Burdur ilinin Golhisar-ibecik ilgesinde kizilgam
genclestirme sahasinda yayilis gosteren H. annosum’un, populasyon yapisinin
belirlenmesi amaciyla, Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi, Orman Fakiiltesi,
Orman Miihendisligi Boliimii’nde yiiriitiilmiistiir. Bu amacla, ¢alisma sahasinda tespit
edilen hastalik ocaklarindaki kizilgam bireylerinden toplanan iireme organlari,
enfekteli odun dokular1 ve kok bogazindan alinan diskler, fungal etmenin izolasyonu
amaciyla uygun sartlar altinda laboratuvara getirilmistir. Elde edilen Heterobasidion
izolatlarinin morfolojik ve molekiiler teshisleri gerceklestirildikten sonra, farkli
kizilgam bireylerinden elde edilen izolatlar arasindaki genetik ¢esitliligin belirlenmesi
amaciyla somatik eslestirme testleri uygulanmistir. Sonrasinda secilen izolatlar ile
minisatelit ve mikrosatelit markorler kullanilarak PCR tabanli molekiiler teknikler
yardimiyla populasyon yapisi calismalari gergeklestirilmistir. Ayrica, MAXENT
yontemi ile hastaligin yayilisini etkileyebilecek cevresel faktorlere ait verilerin
iligkilendirilmesi suretiyle caligma alani i¢in potansiyel dagilim modellemesi

yapilmuistir.

1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Kizilcam hakkinda genel bilgiler

Ulkemiz 78 milyon ha’lik alaniyla, 1liman iklim kosullarina sahip iilkeler arasinda
ekolojik acidan olduk¢a zengin bir ¢esitlilige sahip bulunmaktadir. Bu zengin ¢esitlilik
nedeniyle ulusal 6neminin yan sira kiiresel diizeyde de dikkat cekmekte ve diinyada
orman varligini arttiran ender iilkeler arasinda yer almaktadir. Ulkemizin toplam
orman alani, 2015 yili sonu verilerine goére 22.34 milyon ha olup, Tirkiye
yiizolglimiiniin %28.6’simm1 kaplamaktadir. Genel ormanlik alanin %33’linli genis
yaprakli ormanlar, %48’ini igne yaprakli ormanlar, %19’unu ise karisik ormanlar
olusturmaktadir. Bu ormanlarda en genis yayilis alanina sahip asli ¢am tiiriimiiz (Sekil

1.1), 5.6 milyon ha (%25) ile kizilgamdir (OGM, 2015).
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Sekil 1.1. Kizilgam’1n {ilkemizdeki dogal yayilis alan1 (OGM, 2015)

Bitkiler aleminin tohumlu bitkiler (Spermatophyta) bolimii, agik tohumlular
(Gymnospermae) alt bolimii Coniferae smifi Pinaceae familyasmin Pinus cinsi
icerisinde yer almakta olan kizilgam (Pinus brutia Ten.), Tirkiye’de dogal yayilis
gosteren bes ¢cam tiiriinden birisidir (Ansin, 1994). Diinya’daki dogal yayilisin1 Kuzey
Yarimkiire’de 15-45 dogu boylamlari ile 32-45 kuzey enlem dereceleri arasinda, en
bat1 ucu Kalabriya yarimadasi, en dogu noktasi Irak’in kuzeyinde “Zavita Atrush”
bolgesi olmak iizere yaptigi bilinmektedir (Asmaz, 1993). Genel cografi yayilisi Dogu
Akdeniz Havzas1 ve oOzellikle Tiirkiye topraklaridir. Akdeniz, Ege ve Marmara
bolgelerinde saf ormanlar kuran kizilgam, Orta ve Bat1 Karadeniz bolgesinin kiy1 ve
i¢ kesimlerinde miinferit veya mescereler halinde bulunmaktadir (Ansin vd., 1993;
Boydak vd., 2006; ilter vd., 2011). Sadece Tiirk ormanciliginda degil, yabanci
kaynaklarda da son donemde Tirk Cami-Tiirk Kizilgami olarak kullanimi

yayginlagmaktadir (OGM, 2013).

1.1.1.1. Kizilcam yetisme ortam ozellikleri

Tiirkiye’de kizilgam, Akdeniz Bolgesi’nde deniz seviyesinden baslayarak 1200 metre
yiikseltiye kadar saf mescereler halinde goriilmektedir. Burdur Gélhisar ormanlarinda
1595-1600 m yiikseltilere kadar mesgere formunda bulunmaktadir. Akdeniz
Bolgesinde 1200 m’den sonra karagam ile karigim yapmaktadir. Marmara’da 0-700

m’ler arasinda saf halde veya fistik ¢ami1 ve servi ile karisik megcereler kurmaktadir.



Ege Bolgesi’nde 0-800 m yiikseltilere kadar saf, 800-1000 metrelerde ise karacam ile
karigik halde bulunmakta, Usak dolaylarinda 1100-1150 m’ye kadar goriilmektedir.
Bat1 ve Orta Karadeniz’de serin iklim etkisinden korunmus vadilerde ve giliney bakili
yamaglarda 600-700 m ytikseltilere kadar ¢iktigi bilinmektedir (Geng vd., 1997,
Kantarci, 1998; Geng, 2004).

Kizilgam ormanlari, 1lik ve yagish kis mevsiminin hakim oldugu yetisme ortamlarinda
yayllmaktadir. Bu yetisme ortamlar1 Akdeniz Bolgesinde giiney bakilarda, Ege
bolgesinde giineybati bakilarda, Karadeniz bolgesinde derin vadilerde gliney bakilarda
bulunmaktadir (Kantarci, 1984). Kizilgamin orman kurdugu alanda, ortalama sicaklik
degerleri 11-20°C, ocak ayindaki ortalama sicaklik degerleri 1.5-12.5°C, yaz
aylarindaki ortalama sicaklik degerleri ise 20-27.5 °C araligindadir (Kantarci, 1998).
Yillik yagis degerleri; ortalama 420-1920 mm, yaz aylarinda 20-200 mm, ocak ayinda
ise 80-550 mm’dir. Yillik ortalama bagil nem degerleri ise %63-72 arasinda
degismektedir. Kizilcamin dogal olarak yayildigi cogu bolgede hakim riizgar yonii bati
ve giineybat1 olarak bildirilmistir (Saatcioglu, 1969; Ozdemir, 1977; Kantarci, 1984).

1.1.1.2. Kizilgamin botanik ozellikleri

Kizilgam, kiy1 kesimlerde 15-20 m boy, 60 cm ¢ap yapabilen kalin dalli bir agagtir.
Rakim yiikseldik¢e, ¢ogunlukla diizgiin olmayan gdvdeler diizgiinlesmeye, boylar
artmaya (20-25 m), tepeler sivrilesmeye ve dallar incelmeye baslamaktadir. Geng
stirglinler tiiysiiz, kalin ve koyu kizil renkte olup bu tiir ismini taze siirgiinlerinin
kirmizi renginden almaktadir (Selik, 1963; Davis, 1965). ileri yaslarda sivri yapidaki
tepe genis daginik tepeye doniismekte, boz renkli diizgiin yiizeyli kabuk ise derin
catlakli, esmer, kirmizimsi renkli kalin bir kabuk halini almaktadir. Diizgiin dallar
genellikle govdeden dik bir agiyla ¢ikmakta ve uglarinda ¢ogunlukla kisa siirgiinler

bulunmaktadir (Gokmen, 1970; Ansin ve Ozkan, 1993; Goksin, 2001).

Sert ve koyu yesil renkteki igne yapraklarin 10-18 cm araligindadir. Yapraklar regine
kanallarmin genigligi ve ¢evre yapisi gibi Ozellikler ile Halep ¢cami yapraklarindan
ayrilmaktadir (YaltirIk ve Efe, 2000). Parlak, acik kahverengi renkteki kozalaklar 6-
11 cm boyutlarinda ve topag seklindedir. Cok kisa sapli ya da sapsiz olan kozalaklar

sirglinlere dik oturmakta veya genellikle 2-6 adedi bir arada c¢evrel halde
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bulunmaktadir. Apofiz yan pervazli, gobek biiyiik ve Halep ¢aminin aksine ice dogru

hafif basik sekildedir (Kayacik, 1965; Ansin ve Ozkan, 1993).

Kizilgam, tipik bir 151k agaci olmakla birlikte kurak kosullara son derece dayanikli,
cok farkli toprak kosullarinda basartyla yetisen ve yetistirilen, Tiirkiye nin en 6nemli
hizli gelisen agac tirtidiir. Kizilcam gibi biiyiime enerjileri yiiksek, agaglandirma
caligsmalarinda fazla tercih edilen ve genis yayilis alanina sahip yerli tiirlerimiz
endiistri agisindan biiyiik onem gostermektedir (OGM, 2013). Ozellikle gelismekte
olan tilkelerde giderek genisleyen sanayi, yerlesim alani ihtiyaci ve niifus sayisi
artisina bagl olarak mevcut arz kaynaklarinin yetersiz kalmas: hizli gelisen tiir
agac¢landirmalarinin 6nemini giin gectikce gozler oniine sermektedir. Bu nedenden
dolay1r ormanlik ve orman sinirlar1 disindaki alanlarda hizli gelisen agag tiirlerinin
yetistirilmesi, odun hammaddesi ihtiyaci agisindan biiytlik bir 6nem tasimaktadir. Hizli
gelisen tiirlerin en cazip tarafi bu tiirlerin kisa idare siireleri icerisinde yiiksek
miktarlarda hacim saglamalari, 6zetle hizli biiylimeleridir. Bu nedenle hizli gelisen tiir
caligmalari, ormanlarimizin zenginlesmesi ve birim alandaki hacim artimi agisindan

biiyiik 6nem gostermektedir (OGM, 1982).

1.1.2. Heterobasidion annosum hakkinda genel bilgiler

1.1.2.1. H. annosum’un tarihg¢esi

H. annosum, ilk kez 1821 yilinda Alman bilim adam1 Elias Fries tarafindan Polyporus
annosum adi altinda rapor edilmistir. Orman patolojisinin kurucusu Robert Hartig
1874 yilinda, koniferlerde goriilen hastaliklarla bu patojeni iliskilendirmeyi basarmis
ve patojen H. Karsten tarafindan Fomes annosus olarak yeniden adlandirilmistir. 1878
yilinda Hartig, etmenin kok ve alt govde ¢iiriikliigline neden oldugunu, enfekte ettigi
agaclardan diger agaclara yayilisinda kok kaynasmasinin etkili oldugunu belirtmistir.
Karsten, 1880 yilinda fungusun Avrupa’da bulundugunu fakat yaygin olmadig: i¢in
zararin onemli derecede olmadiginmi belirtmistir. Fungusun bugiinkii adi ise 1888

yilinda Oscar Brefeld tarafindan H. annosum olarak verilmistir (Woodward vd., 1998).

Ingiliz aragtirmaci John Rishbeth, 19401950 yillar1 arasinda yaptig1 calismalarda, bu
fungusun yayilisinda kullandigi  yollart  arastirmigtir.  Rishbeth  (1950),
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Heterobasidion’un primer enfeksiyonunun basidiosporlarin kiitiige ulagmasi ile
gerceklestigini ve Hartig’in 1878’ de belirtmis oldugu gibi fungusun enfekteli
kiitiikten komsu agaglara kok kaynasmasi ile vejetatif yolla gecebildigini belirtmistir.
Hodges (1969) ve Laine (1976), etmenin kuzey yarimkiirenin hemen hemen her

bolgesinde varligini tespit ederek, 150 farkli bitki tlirtinde bulundugunu rapor etmistir.

Korhonen (1978), ladin ve ¢am agaclarindan elde etmis oldugu H. annosum’a ait
izolatlar1, laboratuvar kosullarinda eslestirerek, aralarindaki uyumlulugu test etmistir.
Yapilan testler sonucunda, izolatlarin intersteril 6zellikte oldugu yani birbirileri ile
eslesmedigi ortaya koyulmustur. Arastirmaci, fungusun morfolojik 6zelliklerinin ve
konukgu tercihlerinin farkliligindan yola ¢ikarak gerceklestirdigi bu ¢aligmasinda, gam
ve ladin tiirlerini enfekte eden P ve S tipi iki farkli intersteril grubun bulundugundan
ilk kez s6z etmistir. Daha sonraki yillarda Capretti vd. (1990), goknar tiirlerine

0zellesmis oldugu diisiiniilen F tipi iiglincii intersteril grubu rapor etmistir.

Niemeld ve Korhonen (1998), Heterobasidion cinsini bir kompleks olarak tanimlamis
ve en dogru smiflandirmanin bu komplekse ait intersteril gruplarin tiirler diizeyinde
adlandirilmasimin gerekliligini ortaya koymustur. Son zamanlarda verilen bilgiler
1s1g¢inda Avrupa’da 3, Kuzey Amerika’da ise 2 intersteril grup resmen tanimlanmistir
(Asiegbu vd., 2005). Heterobasidion annosum s.l. olarak adlandirilan bu komplekse
ait Avrupa’daki tiirler; H. annosum (Fr.) Bref. sensu stricto (P intersteril grubu), H.
parviporum Niemeld & Korhonen (S intersteril grubu) ve H. abietinum Niemeld &
Korhonen, (F intersteril grubu) olarak bildirilmistir (Korhonen vd., 1998a). Kuzey
Amerika’da bulunan tiirlere verilen taksonomik isimler ise H. irregulare Garbel. &
Otrosina (P intersteril grubu) ve H. occidentale Otrosina & Garbel. (S intersteril
grubu) ‘dir (Otrosina ve Garbelotto, 2010). Bu komplekste yer alan 5 farkl: tiirden her
biri filogenetik analizler ile desteklenen markor dizilemeleri ile tanimlanmis, bunun
yaninda konukc¢u secimlerine gore karakterize edilmistir. Bu tiirlerin S, P ve F
intersteril grubu olarak smiflandirilmasi giiniimiizde kullanilmamaktadir. Bunun
yerine Heterobasidion kompleksi olarak anilmakta ve bu komplekse ait olan tiirler

olarak siniflandirilmaktadir.

Son yillarda yapilan calismalar sonucunda bu komplekste yer alan tiirlerin

biyocografik yayilislar1 ve evrimsel tarihi hakkinda detayli bilgiler elde edilmis olup,
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kompleks igindeki tiirlesmelerin, konukgu tiirlerin yayilist ile 60 milyon yil 6nce

basladigi bildirilmistir. Ana konukgulari ¢gam tiirleri (Pinus spp.) olan H. annosum s.s.

ve H. irregulare’nin kardes taksonlar olduklari yani ortak bir kokenden geldikleri ve

bu tilirlerin Avrasya’da bulunan kompleks icindeki tiim tiirlerin atas1 oldugu rapor

edilmistir (Linzer vd., 2008; Dalman vd., 2010).

1.1.2.2. H. annosum’un fungal taksonomideki yeri ve biyolojisi

H. annosum, Basidiomycota subesi, Agaricomycetes sinifi, Russulales takimi,

Bondarzewiaceae familyasina ait bir fungustur. Odun ¢iiriikliigiine neden olan H.

annosum s. . (anamorf Spiniger meineckellus (A. J. Olson) Stalpers), polyporlar

(Basidiomycota, Russulales, Bondazewiaceae) i¢inde ender rastlanan bir 6zellik olan,

eseysiz

sporlarinin  (konidilerinin) varligi ile dikkat g¢ekmektedir (Niemeld ve

Korhonen, 1998). Nemli havalarda, ¢ubuk seklindeki konidioforlar iizerinde bulunan

konidiler, Sekil 1. 2’de goriildiigii gibi hem homokaryotik hem de heterokaryotik

miselyum tarafindan olusturulabilmektedir.

- Vejetatif Evre E iz Spor]

Ureme organi geysiz Sporlar

Basidiosporiar(1) Homokaryotik Miselyum (2) Konidiospor
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Mayoz 2 Karyogami Heterokaryotik miselyum

Sekil 1.2. H. annosum’ un yasam dongiisti. Cimlenen basidiosporlardan (1), meydana

gelen homokaryotik (2) ozellikte miselyum, c¢ok cekirdekli olup, kanca
olusumuna rastlanmamaktadir (2) ve bu miselyumdan homokaryotik 6zellikte
konidi olugsmaktadir (3). Kendiyle uyumlu bir diger 6zellikte homokaryonla
eslesince, meydana gelen heterokaryotik (4) miselyum, homokaryonun
tersine virulensi yliksek ve basidiokarp olusturma ozelligindedir ve kanca
olusumlar1 goriilmektedir (4). Konidiler, homokaryotik miselyum {izerinde
olustuklarinda homokaryotik (5), birbiri ile uyumlu iki homokaryonun
eslesmesinden sonra heterokaryotik miselyum {izerinde meydana
geldiklerinde ise heterokaryotik karakter tasimaktadir (6). Homokaryotik
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ozellikteki basidiosporlar, mayoz evresinden sonra her biri farkli genotipleri
temsil ederken, konidiler bir heterokaryotik ve iki homokaryotik ebeveyn
olmak {izere sadece 3 genotiple temsil edilmektedirler (Dogmus Lehtijarvi
vd., (2009), Korhonen ve Stenlid (1998)’¢e atfen)

Fungus yasam dongilisi boyunca hem eseyli ve hem de eseysiz sporlari
olusturabilmektedir. Eseysiz sporlarin gorevi ve fungal enfeksiyondaki yeri
bilinmemekle beraber, basidiosporlar yil boyunca olusmakta ve basidiokarplardan
firlatilan basidiosporlar, kesilmis taze kiitiik ylizeylerinden ya da kok veya diger
organlarda olusmus yaralardan konukg¢uya penetre olarak (Sekil 1.3) hastaligi
baslatmaktadir. Basidiosporlar, 5°C ve iizeri sicakliklarda ve %40 nisbi nemde aktif
olarak ¢cimlenebilmektedir. Ancak sicakligin diistiigii ya da 35 °C’yi asti§1 donemlerde
yasamsal faaliyetlerini minimum seviyelerde siirdiirmektedirler (Asiegbu vd., 2005).
Bu sporlar ¢ogunlukla agaglarin duyarli oldugu yaz doneminde faaliyetlerine
baslamaktadirlar (Redfern ve Stenlid, 1998). Primer enfeksiyon basidiosporlarin yeni
kesilmis taze kiitiiklerin yiizeyine ulasmasi ile baglamaktadir. Fungal etmen buradan
kiitigiin kok sistemine gecmekte ve kok kaynagmasi yolu ile cevredeki agaclara
ulagsmakta, boylece sekonder enfeksiyon meydana gelmektedir. Sekonder enfeksiyon
sayesinde hastaligin yayilisinda ve artisinda sporilizasyona gerek kalmamaktadir.
Etmenin kok ve alt govdede meydana getirdigi ¢liriikliik ¢cogu kez agacin oliimiine
neden olmaktadir (Redfern ve Stenlid, 1998). Modern ormancilik ve agaglandirma
uygulamalart ile birlikte, primer ve sekonder enfeksiyon yollar1 araciligiyla hastaligin
yayilis1 giin gectikce daha da ciddi bir artis gostermektedir (Korhonen vd., 1998;
Garbelotto ve Gonthier, 2013).
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Kok kaynagmasi

Sekil 1.3. Dogal konifer ormanlarinda H. annosum’un neden oldugu enfeksiyonun
sematik gosterimi. Basidiosporlar, kesilmis taze kiitiik yiizeylerinden ya da
agacta meydana gelen yaralardan konukguya penetre olarak hastaligi
baslatmakta ve kok kaynasmasi yolu ile ¢evredeki saglikli agaglara
yayilmaktadir (Anonim, 2019b)

Basidiosporlarin ¢cogunun, basidiokarplarin etrafinda goriildiigii ve hava akigina bagl
olarak uzun mesafeler kat ettigi bilinmektedir (Kallio, 1970; Swedjemark ve Stenlid,
1994a; Moykkynen vd., 1997). Bu fungus, kesilen agaglarin alanda kalan dip
kiitiiklerinde, devrik agaclar iizerinde ve dikili agaclarin kok sisteminde olusturdugu
basidiokarplar1 ile, 40 yila kadar canliligini siirdirmekte (Laine, 1976; Piri, 1996)
(Sekil 1.4), bu sayede bulundugu bélgede enfeksiyon riskinin siireklilik arz etmesine

neden olmaktadir (Kallio, 1970; Moykkynen vd., 1997; Dogmus-Lehtijarvi vd., 2009).

Sekil 1.4. H. abietinum (a) ve H. annosum s.s. (b) basidiokarplari (Foto: A. Lehtijarvi,
Bolu, 2014 ve R. C. Beram, Goélhisar, 2016)
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Ust kismu kahverengi, porlu yiizeyi beyaz, toprak altinda koklerde gelisen cok yillik
ireme organlary, bagli bulundugu intersteril gruba gore morfolojik farkliliklar
gostermektedir (Korhonen, 1978; Capretti ve Mugnai, 1989; Capretti vd., 1990). H.
annosum ve H. parviporum’u basidiokarp morfolojilerinden ayirt etmek nispeten
kolaydir. H. annosum genis porlara sahip olup kahverengi sert bir iist yiizeye sahiptir,
H. parviparum ise kiigiik porlu ve kahverengi yiizeyine biiyiite¢ altinda bakildiginda
yumusak, kadifemsi bir goriiniimdedir (Capretti vd., 1990). Genel olarak kesik
kiitiikklerin nemli ve kuytu yerlerini tercih eden basidiokarplar sayesinde hastalik
etmeninin bolgede bulunup bulunmadig tespit edilmektedir. Bu yapilara
rastlanilmadig1 durumlarda ise etmenin eseysiz sporlarindan faydalanilmaktadir.
Kesilen agaclarin dip kiitiiklerinde ya da tomruk kisimlarindan alinan diskler iizerinde
tespit edilen konidiler, fungusun alandaki varligina isaret etmektedir (Greig, 1998;
Dogmus-Lehtijarvi vd., 2009).

Konidiforlarin nazik, kirilgan ve kuru bir yapiya sahip olmalari, konidilerin atmosfere
saliniminda riizgar, yagmur gibi vektorlere gereksinim duymalari, basidiosporlarin
tersine onlarin pasif olarak tasindigina isaret etmektedir. Her ne kadar konidiler
toprakta 1 yil siireyle canliigimi siirdiirebilse de (Kuhlman, 1969; Korhonen ve
Stenlid, 1998), dogal kosullarda bu inokulum miktari, basidiokarplardan ¢ikan spor
miktar1 ile karsilagtirilamayacak derecede azdir. Dolayisiyla, basidiokarplarin
fungusun yayilisinda ve gelisiminde spor kaynagi olarak onemli gorev tstlendikleri
sOylenebilir (Korhonen ve Stenlid, 1998). Bununla beraber, eseyli ve eseysiz yollardan
olusturulan sporlarin, hastalik etmeninin yasam dongiisiindeki roliinlin arastirildigi
denemeler, her iki spor tipinin de kiitiikleri enfekte edebildigini ve yakin ¢evredeki

agaclarda hastaliga neden olabildigini géstermistir (Niemeld ve Korhonen, 1998).

Bu fungus, enfekteli odunlar ile uzun ya da kisa mesafelere rahatlikla
tagiabilmektedir. Bu tip materyaller, hastaligin bulunmadigi alanlara hastaligin
tasinmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Daha ¢ok saprotrof veya zayif parazit olarak
bilinen Heterobasidion tiirleri, nekrotrofik patojenler arasinda da yer almaktadir.
Patojenin saprotrofik fazdan nekrofit faza gegebilme kabiliyetinin, ekolojik uyumunun

ve evrimsel bagarisinin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir (Garbelotto ve Gonthier,
2013).
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1.1.2.3. H. annosum’un yayihsi ve ana konukculari

Genis bir konukgu dizisine sahip olan fungusun neden oldugu kok ¢iiriikliig, 45 ¢cam,
25 goknar ve 10 ladin tiiriiniin de i¢inde yer aldig1 200 den fazla odunsu bitki tiirtinde
tespit edilmistir (Garbelotto ve Gonthier, 2013). H. annosum kompleksine ait tiirlerin,
Avrupa’dan, Kuzey Amerika’ya, Cin’den Japonya’ya kadar genis cografik alanlarda
yayilis gosterdigi bilinmektedir (Niemeld ve Korhonen, 1998, Dai ve Korhonen, 1999;
Dai vd., 2003). H. annosum s. |. kompleksine ait tiirlerin yayilist Sekil 1.5’de

gosterilmigtir.

¥ Analyze by: Density

@ ¥ Present, no further details
@ 2 Widespread

@ ¥ Localised

Sekil 1.5. H. annosum s. 1. kompleksine ait tiirlerin cografi yayilis haritas1 (CABI,
2019)

H. annosum s.s., Avrupa’da genel olarak kuzey bolgelerinin i¢ kistmlari hari¢ ¢cogu
yerde yayilis gostermekte ve Giiney Sibirya’da Altay bolgesinin dogusuna dogru
uzanmaktadir (Sekil 1.6) (Garbeletto ve Gonthier, 2013; CABI, 2019). Bu tiir basta P.
sylvestris olmak iizere ¢ogunlukla ¢amlar (Pinus spp.) tizerinde etkilidir (Korhonen,
1978; Garbelotto ve Gonthier, 2013). Ana konukgular1 Pinus tiirleri olmakla beraber,
ozellikle Picea ve Juniperus gibi koniferler ve Betula pendula Roth, Larix decidua
Mill, Fagus silvatica L. ve Carpinus betulus L. gibi baz1 genis yaprakl agag tiirlerini
de enfekte edebilme yetenegindedir (Lakomy, 1996; Garbelotto ve Gonthier, 2013).
Dikili agaglar iizerinde yaygin sekilde goriilmekte ve koniferlerden genis yapraklilara

kadar ¢ok genis bir konukcu dizisine sahip oldugu bilinmektedir (Korhonen, 1978; Piri
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vd., 1990). Pinus contorta Douglas, Picea sitchensis (Bong.) Carr ve Pseudotsuga

menziesii (Mirb.) Franco etmenin neden oldugu hastaliga karsi en duyarl tiirler olarak
bildirilmistir (Swedjemark ve Stenlid, 1995).

T Tl 5 B .
| BN 2

¥ Analyze by: Density

@ ¥ Present, no further details
@ ¥ Widespread

@ ¥ Localised

Sekil 1.6. H. annosum s.s.’un cografi yayilis haritas1 (CABI, 2019)

Ulkemizde bugiine kadar H. annosum s.1.’un ¢amlar iizerindeki varh@g Hatay’da P.
brutia (Kotlaba, 1976), Ankara’da Pinus sylvestris L. (Selik, 1972), Antalya ve
Balikesir’de Pinus nigra Arn. ssp. pallasiana (Lamb.) Holmboe (Dogmus-Lehtijérvi,
yaymlanmamis) tiirleri tizerinde bildirilmistir. Ancak bu kayitlar fungusun ilireme
organlarinin morfolojik kriterlerine bakilarak gergeklestirilmis olup H. annosum
kompleksine ait IS gruplarinin belirlendigi teshis ¢calismalar gerceklestirilmemistir. P
tipi olarak bilinen H. annosum s.s.’un tilkemizdeki ilk tiir bazindaki teshisi Dogmus
Lehtijarvi ve arkadaglar1 tarafindan 2007 yilinda Giimiishane ve Ordu illerinde
bulunan saf géknar mescerelerindeki A. nordmanniana (Steven) ssp. nordmanniana

kiitiikleri lizerinde bulunan lireme organlarindan elde edilen izolatlar ile yapilmistir.

Diger bir intersteril grup olan H. parviporum (S tipi) Avrupa’min kuzey bolgelerinden
giiney Alplere ve bati Avrupa’dan Cin, Japonya ve giiney Sibirya’ya yayilis
gostermektedir. Avrasya bolgesinde genis bir yayilisa sahiptir. Bu tiir Norveg ladini
(Picea abies (L.) Karst.) ile birlikte tanimlanmistir. Nadiren gen¢ ¢amlar1 enfekte

ettigi, Avrupa’nin ve Sibirya’nin giineyinde P. abies ve Abies sibirica Ledeb. {izerinde
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ciddi zarara neden oldugu bildirilmistir. (Korhonen vd., 1998b; Dai vd., 2006). Bugiine

kadar tilkemizde bu IS grubuna ait bir kayit bulunmamaktadir.

Genellikle orta ve giiney Avrupa’da bildirilmis olan H. abietinum (F tipi)’un yayilis
alan1 daha dar 6l¢ekte olup goknar (Abies alba Mill.) tiirii ile birlikte tanimlanmustir.
Giiney Avrupa’da ana konukgusunun Abies tiirleri oldugu ve ayrica Norveg ladininde
de goriildiigii rapor edilmistir (Capretti vd., 1990). Fungusun italyan yarimadasi,
Bulgaristan ve Romanya’da A. alba lizerinde yaygin ve oldukea tahripkar oldugu tespit
edilmistir (La Porta vd., 1998). Yunanistan’da ise, Abies cephalonica Loud. ve Abies
borisii-regis Mattf. mescerelerinde kok ve alt govde ciirtikliigiine neden oldugu
bilinmektedir (Tsopelas ve Korhonen, 1996). Dogmus-Lehtijarvi vd. (2006) ve
Dogmus-Lehtjjarvi vd., (2007), yaptiklar1 calismalarda, Tiirkiye'nin batisindan
kuzeydogusuna birgok yorede tespit etmis olduklari H. abietinum tiirtiniin, Tiirkiye’de

bulunan H. annosum kompleksine ait tiirlerden en baskin tip oldugunu bildirmislerdir.

Kuzey Amerika’da goriilen tiirlerin konukgularina bakildiginda, H. irregulare
genellikle ¢am (Pinus spp.), ardig (Juniperus spp.) ve tiitsii sedir (Calocedrus
decurrens (Torr.) Florin) gibi tiirler iizerinde bildirilmistir. Bu tiir Kuzey Amerika’nin
dogu ve bat1 ormanlarinda tespit edilmis olmasina ragmen, buralarda yaygin olmadigi
bilinmektedir (Garbelotto ve Gonthier, 2013). H. occidentale, daha genis bir konuk¢u
yelpazesine sahip olup; goknar, ladin, douglas goknar1 gibi cins ve tiirler lizerinde
tespit edilmistir. Bu tiir, Meksika’nin giineyinden Kuzey Amerika’nin batisina kadar
uzanmakta ve Sibirya’nin giiney kisimlarna dogru yayilis gosterdigi bilinmektedir.
Ayrica H. iregulare ile birlikte Amerika’nin batisinda bulundugu bildirilmistir
(Garbelotto ve Gonthier, 2013).

H. annosum s.1. bugiine kadar tilkemizde (Sekil 1.7) Abies cilicica (Ant.& Kotschy)
Carr., Abies nordmanniana ssp. equi-trojani (Syn: A. equi-trojani) Aschers et Sint,
Abies nordmanniana ssp. bornmiilleriana, A. nordmanniana nordmanniana, Picea
orientalis (L.) Link, P. brutia, P. sylvestris, P. nigra (Lohwag, 1957; Kotlaba, 1976;
Balci, 1998; Demirel, 1999; Dogmus-Lehtijarvi vd., 2006, 2007) tiirleri iizerinde
tespit edilmistir. Farkli gbknar alanlarindan elde edilen iireme organlarinin intersteril
gruplarmin belirlendigi ¢alismalarda; A. nordmanniana ssp. bornmiilleriana ve A.

nordmanniana ssp. equi-trojani tizerinde sadece H. abietunum, A. nordmanniana
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ssp. nordmanniana iizerinde ise ¢ogunlukla H. abietunum ve ¢ok az sayida H.

annosum s.s. tespit edilmistir (Dogmus-Lehtijarvi vd., 2006, 2007).
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Sekil 1.7. H. annosum s. 1.’un iilkemizdeki yayilisi

1.1.2.4. Hastalik olusumunu etkileyen faktorler

Dikili agacgta vejetatif miselyumun yayilist ve olusturdugu ciiriikliigiin siddeti,
konukgu tiiriine, yasina, odununun nem miktarina, odunda bulunan endofitlere,
uygulanan silvikiiltiirel tekniklere bagli olarak degisebilmektedir (Korhonen ve
Stenlid, 1998). Konuk¢unun bulundugu sahanin konumu, ge¢misteki durumu, aktiiel
durumu, ekolojik faktorler hastaligin olusumunda 6nemli faktorlerdir (Thor vd., 2005;
Tokuda vd., 2011). Yapilan c¢alismalarda, etmenin yayilis1 ile sahanin yiiksekligi,
egimi ve bakisi arasinda nadir de olsa korelasyonlar goriilebilmektedir. Bunun yani
sira toprak tipi fungusun yayilisini 6nemli derecede etkilemektedir. Diisiik organik
madde igerigine sahip kumlu topraklar ve verimli topraklar iizerinde hastaligin daha
siddetli oldugu tespit edilmistir. Ingiltere’de uzun siiren ¢alismalar sonunda, hastalik
siddetinin mineralli topraklarda turba topraklara nazaran daha yogun oldugu tespit
edilmistir. Genellikle eski tarimsal arazilerde ve meralarda patojenin meydana
getirmis oldugu zarar, orman topraklarina gore daha yiiksek bulunmustur (Redfern vd.,

2010; Garbelotto ve Gonthier, 2013). Yiiksek kalsiyum icerigi ve pH degeri, topraktaki
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antagonist fungus aktivitesini azaltarak hastalik olusumunu bilylk oranda

etkilemektedir (Korhonen ve Stenlid 1998; Gonthier vd., 2012).

Konukgular arasindaki farkliliklara bakildiginda, regineli diri oduna sahip tiirlerde
hastalik etmeni ¢ogunlukla kok ve govdede yerlesmekte ve buna bagl olarak riizgar
devrikleri ya da ani Oliimlerde artis gozlemlenmektedir. Pinus sp. ve Larix sp.
tiirlerinde fungusun agacin kok bogazindan 1-3 m yiikseklige ulastig1 ve buralarda
curiikliige neden oldugu bilinmektedir. Reginesiz diri oduna sahip agag tiirlerinde ise
(Picea spp. ve Abies spp.) fungus genellikle diri odunu tercih ettigi i¢in, hastalik diri
odunun olugmaya basladig1 donemler olan 25-40 yaslar1 arasinda goriilmektedir. Bu
tirlerde agaci dogrudan 6liime siiriikklemeksizin govde icinde ilerleyerek, yayildigi
bolgenin tamamen c¢liriimesine neden olmaktadir. Yasl goknar ve ladin govdelerinde
bu ¢iirtikliigiin 2-4 ya da 5-8 metre arasindaki yiiksekliklere ulastigi, hatta bazen 9-12
m’ ye kadar ¢iktig1 saptanmistir (Asiegbu vd., 2005).

Agaclarin ilerleyen yaslarda H. annosum 'a kars1 hassasiyetlerinin arttig1 bilinmektedir
(Woodward vd., 1998). Agac fungal enfeksiyon sonrasi recgine sekresyonu ve fenolik
bilesiklerin aciga ¢ikmasi ile hastalik etmenine karst savunma mekanizmasi
gelistirmektedir. Bunun sonunda saglikli ve hastalikli odun dokusu arasinda zon
tabakas1 meydana gelmektedir. Enfekteli agaglarda artim kaybi goriilmekte ve bu
agaclar abiyotik zararlara karsi daha hassas hale gelmektedir (Holdenrieder ve Grieg,
1998).

1.1.2.5. H. annosum ile miicadele

Hastalik etmeninin kontrol ve miicadelesine ait ¢alismalar 100 yili askin bir siire
oncesinde baslamistir (Woodward vd., 1998). Giiniimiizde bu ¢aligsmalar silvikiiltiirel,

kimyasal ve biyolojik kontrol olmak iizere 3 ana baslik altinda toplanmaktadir.

1.1.2.5.1. Silvikiiltiirel miicadele yontemleri

Silvikiiltiirel miicadele ¢alismalarinda Heterobasidion spp.’nin neden oldugu zararin,
etmeninin biyolojisine ve diger organizmalar ile iliskisine bagl olarak dogru sekilde

ve dogru zamanda yapilan ormancilik uygulamalari ile azaltilmasi amaglanmaktadir
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(Korhonen vd., 1998a). Ormanlarda 1lik iklim kosullarinin mevcut oldugu aylarda
gerceklestirilen silvikiiltiirel miidahaleler havada bulunan basidiosporlarin taze kiitiik
ylizeylerinde veya agaglarda meydana gelen yaralarda c¢imlenerek enfeksiyon
olusturmasi i¢in ideal kosullar1 olusturmaktadir. Havada hastalik etmeninin sporlarinin
yogun oldugu bu donemlerde silvikiiltiirel miidahalelerden kaginmak ya da mutlaka
yapilmast gerekiyorsa, en azindan gerekli dnlemleri alarak agaclarin bu etmenden
korunmasimi saglamak biliylikk onem gostermektedir. Ayrica hastaligin yayilis
gosterdigi alanlarda yeni yapilan agaclandirma ¢alismalarinda monokiiltiir
agacglandirmalar yerine ibreli ve genis yaprakli tiirlerin bir arada kullanilmasi
hastaligin kok kaynagmasi yolu ile yayilisini 6nlemektedir (Kallio, 1970; Swedjemark
ve Stenlid, 1993; Redfern ve Stenlid, 1998).

Agaglandirma galismalarinda uygulanan ilk rotasyonlarda Heterobasidion spp.’a kars1
daha direncli oldugu bilinen genis yaprakl tiirlerin kullanilmasi toprak mikroflorasinin
zenginlesmesini ve buna bagli olarak Heterobasidion etmeni ile rekabet eden diger
organizmalarin toprakta artis gostermesini saglamaktadir (Korhonen vd., 1998a;
Linden ve Vollbrecht, 2002; Lygis vd, 2004a; Lygis vd, 2004b). Agag
yaralanmalarindan kaginmak ve yapilan fertilizasyonlar hastaligin 6nlenmesinde
onemli birer faktordiir (Korhonen vd., 1998a). Kok sisteminde yerlesmis bulunan H.
annosum’un uzaklastirilmasi ise, ancak kiitiiklerin koklenerek imha edilmesiyle

gergeklestirilmektedir (Woodward vd., 1998).

1.1.2.5.2. Kimyasal miicadele yontemleri

Yapilan caligmalar, fungal etmenin primer enfeksiyonunun basidiosporlarin yeni
kesilmis taze kiitiikk ylizeyine ulagmasi sonucu gergeklestigini, buradan da komsu
agaclara vejetatif kok kaynasmasi yoluyla yayildigini gostermistir (Hartig, 1878;
Rishbeth, 1950, 1951, 1957). Patojenin ¢evredeki agaglara yayilisinda izlemis oldugu
yol goz oniinde bulundurularak, hastaligin engellenmesinde kesilmis kiitiige yapilan

uygulamalar 6nem kazanmistir (Dogmus-Lehtijarvi vd., 2010).

Literatiirde H. annosum’un kontrolii icin zaman i¢inde ¢esitli kimyasal maddeler
denenmis olup, memeliler i¢in en az toksik madde 6zelligi gosteren iire ve boraks

uygulamalar1 6nem kazanmistir (Brandtberg vd., 1996). Yapilan silvikiiltiirel
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miidahalelerin ardindan kesik kiitiik yiizeyine yapilan iire veya boraks uygulamalari,
H. annosum tarafindan meydana gelebilecek yeni enfeksiyonlarin 6nlenmesini
saglamaktadir (Moykkynen vd., 1998; Moéykkynen vd., 2000; Mdykkynen ve Miina,
2002). Ulkemizde arazi kosullarinda A. nordmanniana ssp. bornmiilleriana dip
kiitiikleri lizerinde gerceklestirilen bir ¢alismada iire soliisyonu uygulamasinin %
96.30, boraks uygulamasinin %75.75 oraninda H. annosum enfeksiyonunu engelleme
basarisinin oldugu bildirilmistir (Dogmus Lehtijarvi vd., 2012). Bu kimyasallar,
etmenin kontrolii i¢in pratikte en uygun ve en ¢ok kullanilan kimyasallar olarak
bilinmektedir (Pratt vd., 1998). Orman ekosistemlerinde fazla miktarda ve bilingsiz
uygulanmalar1 sonucu meydana gelebilecek c¢evresel sorunlari onlemek amaciyla

kullanimlar1 kisitlanmaktadir (Westlund ve Nohrstedt, 2000).

1.1.2.5.3. Biyolojik miicadele yontemleri

Insan ve gevre sagligma duyarli, siirdiiriilebilir ormancilik icin, zararlilarla entegre
miicadele prensipleri 1s18inda biyolojik miicadele, diinyada biiylikk Onem arz
etmektedir. Zararlilar ile miicadele ¢alismalarinda kullanilan kimyasallarin azaltilmasi
veya mumkiinse tamamen yasaklanmasi i¢in en iimitvar yollardan biri, biyolojik
kontrol ajanlarinin hastaliklarla miicadelede etkin bir sekilde kullanilmasidir (Beram
vd., 2016). Uzun vadede tiim canliliga fayda saglayan bu miicadele yontemi, hastalik
etmenleriyle antagonistik organizmalar arasindaki etkilesimin bir {iriinii olarak ortaya
cikmaktadir. Bu etkilesim tipleri; antibiyosis, rekabet, hiperparazitizm, hipovirulens,

uyarilmis dayaniklilik, ¢apraz koruma seklinde belirtilmistir (Bora ve Ozaktan, 1998).

Phlebiopsis gigantea (Fr.) Jiilich (Basidiomycota, Corticiaceae; syn. Peniophora
gigantea, Phanerochaete gigantea, Phlebia gigantea), konifer ormanlarinda devrik
agac govde ve kiitiiklerinde ya da diger odun artiklarinda siklikla rastlanan bir tiirdiir
(Holdenrieder ve Grieg, 1998). Kuzey Yarimkiire’de yer alan tiim 1liman iilkelerde, H.
annosum’a karsi1 yer ve besin g¢ekismesinde klasik bir antagonist olarak diinya
literatiiriine gegen P. gigantea, biyolojik miicadele etmeni olarak basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. Korhonen vd., (1994), Norve¢ ladini ve sarigamda aralama
kesimlerinden sonra kesik kiitiiklerin yiizeyine P. gigantea' nin spor siispansiyonunu
uyguladiktan sonra yeni enfeksiyonlarin %93-96 oraninda azaldigini rapor etmiglerdir.

Saprotrofik yasam siirecinde, koniferlerde kok ve alt govde ciiriikliigiine neden olan
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H. annosum s. 1. ile ayn1 substrat iizerinde yer ve besin ¢ekismesine girerek ve bu
Ozelligi ile orman agaci hastaliklarina karsi kullanilan en bagarili antagonist olarak
diinya literatiiriine ge¢mis bulunmaktadir (Rishbeth, 1952; Meredith, 1959; Kallio,
1965; Greig, 1976, Ronnberg vd., 2006). Bu biyolojik kontrol etmeni Finlandiya ve
Isveg'te ruhsatli biyopestisit olarak kullanilmaya devam etmektedir (Dogmus-
Lehtijarvi vd., 2010). Lehtijarvi vd., (2011), A. cilicica kiitiikleri {izerinde H.
annosum’a kars1 biyolojik miicadele uygulamalarmin karsilagtirilmast amaciyla
gerceklestirdikleri bir ¢alismada iklim odasi kosullarinda P. gigantea izolatlarinin
%85.9, Trichoderma harzianum Rifai izolatlarimin %97.5 basar1 sagladigini, arazi
kosullarinda ise bu biyolojik kontrol ajanlarinin bagarisinin P. gigantea i¢in %47.1—
49.2, T. harzianum i¢in %61.3-65.5 oranina diistiigiini bildirmislerdir.

Bu yontemlerin yani sira, son yillarda yapilan galismalar H. annosum bulunan bir
mescerede, mikoviriis kullaniminin biyolojik miicadelede etkili olabilecegine isaret
etmektedir (Vainio vd., 2012; Aday Kaya vd., 2015). Avrupa ve Bati Asya’ da H.
annosum s.s. ve H. parviporum tiirlerinin, % 15 siklikla fungal viriislere konukguluk
ettigi tespit edilmistir (Thrmark vd., 2001). Heterobasidion cinsinden izole edilen
mikoviriislerin, ¢ogunlukla Partitiviridae familyasina ait oldugu ve bu viriislerin,
farkli Heterobasidion tiirleri arasinda yayilma yetenegine sahip oldugu bildirilmistir
(Thrmark vd., 2001). Vainio vd., (2012), yapmis olduklar1 arastirmada, Heterobasidion
tirlerinde bulunan viriislerin ¢ogunlukla Partitiviridae familyasina ait oldugunu,
ancak var olan bir baska mikroviriisiin termal 6zellik tasiyan Curvularia protuberata
oldugunu ve bu virlisin Fusarium graminearum 4 viriisii ile genetik akrabalik
gosterdigini belirtmislerdir. Bu viriisii tasiyan fungal izolatlarla gerceklestirdikleri
caligmalarinda, fungal gelisimin bu viriis tarafindan, %28 oraninda azaltildigini tespit

etmislerdir.

1.1.3. Molekiiler markorler hakkinda genel bilgiler

Molekiiler markdrler, genomda herhangi bir gen bdlgesi veya gen bolgesi ile iliskili
DNA parcalar1 olarak ifade edilmekte olup DNA markorleri olarak da

bilinmektedirler. Bu markorler sayesinde farkli genotiplere ait DNA dizilis farkliliklar

olctilmekte ve arastirilan genotiplerde istenen bir gen ya da 6zellik izlenebilmektedir.
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Genetik polimorfizm; bir karakterin iki ya da daha fazla sayida genotipinin (varyant)
ayni populasyonda goriilmesi olayidir. Populasyonda bu sekilde bulunan genler veya
fenotipik 6zellikler polimorfik olarak kabul edilmektedir. Polimorfizm, DNA dizisi,
amino asit dizisi, kromozomal yap1 veya fenotipik 6zellik varyantlar1 gibi birkag farkli
diizeyde goriilebilmektedir. Varyasyonlarin belirlenmesinde DNA dizi analizi en
direkt yontem olmasinin yaninda zaman alict ve olduk¢a masrafli bir yontemdir. Bu
nedenle, genetik polimorfizimlerin tespit edilmesine yonelik pek ¢ok molekiiler
markor tipt gelistirilmistir. Molekiiler markor teknikleri genel olarak DNA
molekiiliindeki polimorfik bdlgelerin saptanmasi prensibine dayanmaktadir. (Botstein

vd., 1980; Yorgancilar vd., 2015).

Morfolojik ve biyokimyasal markdrler bazi dezavantajlarindan dolay1 giiniimiizde
yerini molekiiler markérlere birakmakta ya da molekiiler markorler ile birlikte
kullanilmaktadir (Gozel vd., 2016). Kii¢iik bir miktar DNA ile yapilan molekiiler
markor teknigi calismalarinda gozlemlenen polimorfizm orani, morfolojik ve
biyokimyasal markor teknikleri ile gergeklestirilen ¢alismalara oranla daha yiiksek
miktarda tespit edilmektedir (Botstein vd., 1980; Williams vd., 1990; Stenlid vd.,
1994. Eserkaya Giileg vd., 2010; Yorgancilar vd., 2015).

1.1.3.1. Molekiiler markorlerde bulunmasi gereken ozellikler

Ideal bir molekiiler markér; biitiin dokularda gozlemlenebilmeli, yiiksek derecede
polimorfik davranis gostermeli ve farkli genotipleri ayirt edebilmelidir. Kodominant
(esbaskinlik) kalitim gostermeli ve heterozigot bireyleri homozigot dominant
bireylerden ayirt edilebilmelidir. Genomda sik ve diizgiin dagilimda bulunmali ve n6tr
davranis sergilemelidir. Uygulama maliyeti diisiik, tekrarlanabilirligi yiiksek,
degerlendirmesi hizli ve kolay olmalidir (Weising vd., 1995; Yorgancilar vd., 2015).
Tiim bu ozelliklere ayni anda sahip bir molekiiler markdr bulmanin zorluklarindan
dolay1, yapilacak c¢aligmanin amacina, konusuna ve c¢alisilacak organizmaya bagh

olarak en uygun markoér belirlenmelidir.
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1.1.3.2. Molekiiler markor teknolojisinin kullamim alanlari

DNA temelli molekiiler markorler taksonomi, fizyoloji, embriyoloji, genetik
mithendisligi vb. alanlarda kullanilan ¢ok yonlii araclardir. Bu markor teknolojileri;
populasyon yapisi ¢alismalari, fiziksel haritalama, gen kesfi ve etiketleme, filogenetik
caligmalar, evrimsel genetik ve genetik cesitlilik ¢alismalari, QTL (Quantitative Trait
Loci) analizleri, gen kaynaklarinin karakterizasyonu, genetik kaynagin yapisini
anlama, duplike olan genotiplerin belirlenmesi, genetik kaynagmn tekrar
organizasyonu, 1slah programinda kullanilacak ebeveynlerin belirlenmesi gibi pek ¢cok
alanda etkin sekilde kullanilmaktadir (Rafalski vd., 1996; Lowe vd., 1996; Gupta ve
Rustgi, 2004; Schlotterer, 2004; Filiz ve Kog, 2011; Yorgancilar vd., 2015).

1.1.3.3. Molekiiler markér tipleri

Kullanilan yontemler bakimindan molekiiler markorler; hibridizasyon tabanl
markdrler ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanli markdrler olarak iki temel
gruba ayrilmaktadir. Hibridizasyon tabanli markdrlere 6rnek olarak RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), PCR tabanli markorlere 6rnek olarak ise; SSR
(Simple Sequence Repeat), VNTR (Variable Number Tandem Repeats), RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) ve ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) markor tipleri

verilebilmektedir.

1.1.3.3.1. Hibridizasyon tabanl molekiiler markorler

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism/Simirhh Par¢a Uzunluklar

Polimorfizmi);

RFLP, PCR esasli olmayan gelistirilmis ilk ve en eski markor sistemidir. Bu teknikle
restriksiyon enzimleri kullanilarak DNA molekiiliiniin  farkli  biiyiikliikteki
fragmentlere ayrilmasi ve gorilintiilenmesi saglanmaktadir. Elde edilen DNA pargasi
elektroforez ile ayirildiktan sonra etidyum bromiir ile boyanmakta ve nitroseliiloz
filtreye aktarilmaktadir (Souther blotting). Etiketlenmis DNA problarinin

hibridizasyonu sonrasinda, radyoaktif etiketli, ¢ift zincirli DNA molekiilleri elde

23



edilmektedir (Southern, 1975; Beckmann ve Soller, 1983). Boylece DNA pargalarinin
kesim modellerindeki farkliliklardan yararlanilarak polimorfizm tespiti yapilmaktadir
(Southern, 1975; Botstein vd., 1980; Miller ve Tanksley, 1990; Desplanque vd., 1999;
Beckmann ve Soller, 1983). RFLP yontemi southern blotting olarak
uygulanabilmesinin yani sira PCR ile birlikte de kullanilabilmektedir. Calisilmak
istenen lokus PCR ile ¢cogaltildiktan sonra kesim enzimleri ile kesilmekte, elde edilen
irlinler agaroz veya poliakrilamid jel elektroforezinde yiiriitiilerek polimorfizm tespiti
yapilmaktadir. Restriksiyon enzimlerinin tanmimlandigi bolgedeki niikleotid
degisiklikleri, farkli uzunlukta DNA parcalarinin olusmasina neden olmaktadir (Gozel

vd., 2016).

RFLP tekniginin en 6nemli avantajlarindan birisi farkli tiirler, cinsler ve hatta
familyalar arasinda kullanilabilir olmasidir. Markorleri kodominant (esbaskin)
ozelliktedir (Bark ve Havey, 1995). Bu 6zellik sayesinde heterozigot bireylerin de
karakterize edilmesi miimkiin olabilmektedir. Tiirler, cinsler hatta familyalar arasinda
transferi miimkiindiir. RFLP markdrleri orta diizeyde polimorfizme sahiptir,
tekrarlanabilirligi  yiiksektir ve giivenilirdir. RFLP ydntemi polimorfizm
caligmalarinda ve tiirlerin belirlenmesinde sik sik bagvurulan bir yontemdir. PCR
temelli molekiiler markor tekniklerinin ortaya cikisina kadar ¢ok yaygin olarak
kullanilan RFLP, sahip oldugu dezavantajlar1 nedeniyle kullanimi sinirli kalan bir
teknik olmustur. Analizlerinin fazla zaman alic1 ve masrafli olmasi, ¢ogu durumda
radyoaktif etiketleme kullanilmasi ve yiiksek kalitede DNA’ya ihtiya¢ duyulmasi
teknigin dezavantajlarini olusturmaktadir (Yorgancilar vd., 2015; Gozel vd., 2016).

1.1.3.3.2. PCR tabanh molekiiler markorler

PCR, kiigiik miktardaki spesifik bir DNA pargasinin, in vitro kosullarda bir dizi
enzimatik reaksiyon sonucu milyonlarca kez c¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadir
(Yorgancilar vd., 2015). PCR’in kesfinden sonra o6zellikle PCR tabanli markor

caligmalarinda olduk¢a 6nemli bir artis gozlemlenmistir.

Bir PCR dongiisii;, DNA ipliklerinin birbirinden ayrilarak acilmasi (denatiirasyon),
primerin baglanmasi (annealing) ve uzama (extention) olarak adlandirilan ii¢

asamadan olusmaktadir. Giiniimiizde bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilan PCR
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teknigi, organizmalarin tani ve teshisi, molekiiler klonlama, DNA baz dizilislerinin
belirlenmesi, genetik akrabaliklarin belirlenmesi, genetik yapisi degistirilen bitki veya
mikroorganizmalarin tespiti basta olmak iizere bir¢ok alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Yorgancilar vd., 2015).

DNA dizilislerinin her genotipte farkli olmasi nedeniyle, ayni primerler kullanilsa bile
her genotipte farkli DNA iiriinleri elde edilmekte, elde edilen bu farkli DNA iiriinleri
birbirinden farkli genetik markdrler olarak gelistirilmekte ve kullanilmaktadir. SSR,
RAPD, AFLP ve ISSR molekiiler ¢alismalarda yaygin olarak kullanilan PCR

kullanimina dayali markor tipleridir (Yorgancilar vd., 2015).

SSR (Simple sequnce repeat/Basit tekrarh diziler veya mikrosatelitler)

SSR veya mikrosatellitler (Litt ve Luty, 1989) canli genomu boyunca dagilmis ve
ardisik olarak tekrarlanmakta olan 2-6 niikleotid gruplarindan olusmaktadir. Bu
gruplarin genomun neresinde bulundugu ve ka¢ defa tekrarlandigi tiirden tiire
degisiklik gostermektedir. Mikrosatellitleri ¢gevreleyen DNA dizileri, genellikle ayni
tiirlin bireyleri arasinda korunmus olduklarindan, farkli genotiplerde ¢akisan SSR’larin
spesifik PCR primerleri ile ¢ogaltilarak secimine izin vermektedir. Ardisik SSR
tekrarlarmin sayisindaki farklilik, PCR sonucu farkli uzunlukta parga ¢ogaltimi ile
sonuc¢lanmaktadir. Bu tekrarlar ¢cok yakin tiir ve g¢esitler arasinda dahi tekrarlanan

iinitelerin sayisinda degisiklige yol agan mutasyonlar nedeni ile olduk¢a polimorfiktir

(Gupta vd., 1994).

Diger tekniklere gore daha fazla bilgi igermesi, kodominant olmasi, az miktarda DNA
gerektirmesi, yiiksek polimorfizm gostermesi ve tekrarlanabilir olmasindan dolay1
oldukc¢a kullanigh bir yontemdir (Roder vd., 1995; Powell vd., 1996). Yontemin
eksikligi ise genom bilgisi ve sekans analizi gerektirmesidir (Morgante ve Olivieri,
1993). Bunun yaninda yeni SSR markdrlerinin gelistirilmesi olduk¢a zor ve
maliyetlidir. Sagladig1 avantajlardan dolay1 populasyon genetigi ve gen haritalama
calismalarinda etkin olarak kullanilmaktadir (Powell vd., 1996; Gozel vd., 2016). Son
yillarda diinya g¢apindaki bircok molekiiler genetik laboratuvarinda, farkli tiirler

tizerinde SSR’lar basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Yorgancilar vd., 2015).
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VNTR (Variable Number Tandem Repeats/Degisken Sayih Ardisik Tekrarlar

veya Minisatelitler)

Minisatelitler, mikrosatelitlere gore daha uzun (9-65 baz ¢ifti uzunlugunda) ve
degisken sayida ardisik tekrarlayan dizilerdir. Genomda 1-20 kb arasinda degismekte
ve ¢oklu lokus problariyla hibridize olmaktadirlar. Bir minisatelitteki tekrar sayisinin
bireyden bireye farklilik gostermesi DNA parmak izinin temelini teskil etmektedir.
Minisatellit bolgelerindeki  yiiksek mutasyon orant polimorfizm oranlarini

artirmaktadir (Jeffreys vd., 1985; Filiz ve Kog, 2011).

Minisatellitlerin temel avantajlar1 arasinda yiiksek polimorfizm ve tekrarlanabilirlik
bulunmaktadir. Benzer biiytikliikte elde edilen DNA pargaciklarinin homolog olmama
thtimali ve bantlarin lokuslar veya alleller agisindan yorumlanamamasi dezavantajlari
arasinda sayilmaktadir (Filiz ve Kog, 2011). Polimorfik 6zelliklerinden dolay1

mikrosatelitler ile ayn1 amaglar i¢in kullanilmaktadirlar.

RAPD (Random amplified polymorphic DNA/Rastgele c¢ogaltilmis DNA

polimorfizmi)

Williams vd. (1990) tarafindan gelistirilen RAPD teknigi, basit ve kisa oligoniikleotid
primerler kullanilarak genomik DNA’nin tesadiifi olarak dagilmis bolgelerinin
amplifikasyonu olarak tanimlanmaktadir. Teknikte yalnizca bir tip primer
kullanilmaktadir. Kullanilan bu primer, her iki DNA ipliginde de 5'—3' yoniinde
calismakta ve primerin yapisabildigi DNA {izerinde birbirine yakin iki bdlgenin
amplifikasyonu yapilmaktadir. Amplifikasyon iiriinleri agaroz veya poliakrilamid jel
elektroforezde ayrildiktan sonra etidyum bromiir veya giimiis nitrat boyamasi ile
goriintiilenebilmektedir. Bu yontemde ¢ogaltilmak istenen herhangi bir hedef DNA
bolgesi bulunmadigindan DNA dizisi bilinmeyen tiirler lizerinde ¢alisilabilme imkan1
sunmaktadir. RFLP metodundaki zorluklar1 agsmak ve PCR tekniginin getirdigi

avantajlardan yararlanmak amaciyla gelistirilmistir. (Williams vd., 1990).

RAPD markoérlerin hizli sonu¢ vermesi, diger tekniklere gore maliyetinin diisiik
olmasi, az ig gilicii gerektirmesi, polimorfizm oraninin yliksek olmast ve RFLP

tekniginin aksine az miktarda DNA’nin yeterli olmasi teknigin avantajlar1 arasinda
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bulunmaktadir. En biiyiikk dezavantaji ise tekrarlanabilirliginin ve giivenilirliginin
sinirli olmasidir. PCR sartlarindaki kiigiik bir degisiklik bile teknigin sonuglari
etkileyebilmektedir (Williams vd., 1990; Devos ve Gale, 1992). Ayrica dominant
markor olmalart nedeniyle farkli genetik haritalar arasinda transferlerinde zorluklar
cikabilmektedir ve yorumlanmalar1 zordur (Lavi vd,. 1994). Bu teknik, genetik
varyasyonun arastirilmasinda, bitkilerin genetik haritalarin ¢ikarilmasinda ve markor
yardimiyla seleksiyonda yogun olarak kullanilmaktadir (Dong vd., 2001; Yorgancilar
vd., 2015).

AFLP (Amplified fragment length polymorphism/Cogaltilmis parca uzunlugu

polimorfizmi)

AFLP teknigi PCR ve RFLP tekniklerinin temel prensibine dayanmaktadir. Bu teknik,
RAPD tekniginin dezavantajlarini gidermek iizere gelistirilmistir (Vos vd., 1995). Bu
teknikte, total genomik DNA, bir ¢ift restriksiyon enzimi ile kesilmektedir. Ortaya
citkan DNA fragmentlerinin ucglarina dizisi bilinen adaptorler takilmaktadir.
Adaptorlere komplementer olan primerler, restriksiyon fragmentlerini ¢ogaltmak i¢in
kullanilmaktadir. PCR ile ¢ogaltilmis olan parcalar daha sonra elektroforez ile
birbirinden ayrilarak, bant semalar1 degerlendirilmektedir (Zabeau ve Vos, 1993; Vos

vd., 1995; Yorgancilar vd., 2015).

Teknigin polimorfizm orani ¢ok yiiksektir. RAPD teknigi kadar hizli olmasa da
RFLP’den ¢ok daha hizlidir. Masraf, isglicii gereksinimi ve giivenilirligi RAPD ve
RFLP arasinda yer almaktadir. Cok sayida lokusu ayni anda ve etkili bir sekilde
taramasi nedeniyle parmak izi analizine ¢ok uygundur. Genomik DNA ile ilgili 6n
bilgiye ihtiya¢ yoktur. Ancak dominant markdr olmasi ve farkli genetik haritalar
arasinda transferinin giic olmasi Onemli dezavantajlar1 arasinda bulunmaktadir
(Zabeau ve Vos, 1993; Vos vd., 1995; Yorgancilar, 2015). Ozellikle ¢alisilan tiirler
arasindaki yakinhigin belirlenmesi ve tiir tespiti ¢aligmalarinda tercih edilen bir

yontemdir (Gozel vd., 2016).
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ISSR (Inter simple sequence repeat/Basit tekrarh diziler arasi polimorfizm)

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) teknigi hayvanlarda ve bitkilerdeki genetik
varyasyon analizlerinde kullanilmak {izere ilk defa Zietkiewicz vd. (1994) tarafindan
bildirilmistir. Bu teknik, RAPD ve mikrosatelit (SSR) markorlerinin bir¢ok faydali
ozelliklerini birlestirmekte ve bu nedenle ¢ok sayida polimorfik markoériin gerekli
oldugu uygulamalar i¢in oldukca giivenilir sonuglar vermektedir. RAPD markorlerinin
diistik tiretkenligi, AFLP markorlerinin yiiksek maliyeti ve primer sentezlenebilmesi
icin sekans bilgisinin gerektigi SSR markorlerinin neden oldugu birgok kisitlamanin
istesinden gelinmesinde Onemli bir teknik olarak bilinmektedir (Zietkiewicz vd.,

1994).

Bir genom bolgesindeki mikrosatellit lokuslar1 arasinda kalan bolge ISSR olarak ifade
edilmektedir. Okaryotik genomlarda bol miktarda ve orantil1 olarak dagilmis olan 2’1,
3’li, 4’14 ve 5’11 tekrarlanan niikleotid birimlerinin lokustan bagimsiz bir sekilde
genomda rastgele dagilimlarini esas alan bir tekniktir (Meyer vd. 1993; Zietkiewicz
vd., 1994; Gupta vd., 1994). Genellikle 16-25 bp uzunlugundaki primerler ile genomik
lokuslar farkli bant biiyiikliiklerinde ¢ogaltilmaktadir (Ng ve Tan, 2015). Bu primerler
genelde 3 veya 5 uglariin sonlarindaki mikrosatellit bolgelerine uzanan 1-4 dejenere
niikleotitler icermektedir. PCR sonucu elde edilen iiriinler agaroz jelde yiiriitiilerek
etidyum bromiir ile boyandiktan sonra belirlenebilmektedir. Cogaltilmis Ttriinler

genelde 200-2000 bp aras1 uzunluktadir. (Zietkiewicz vd., 1994; Gupta vd., 1994).

ISSR primerlerini kullanmak diisiik maliyet, zamandan tasarruf ve genetik analizlerde
kolaylik saglamaktadir. Kullanilan primerler uzun olduklarindan giivenilirlikleri daha
fazladir (Bornet ve Branchard, 2001). Dizi bilgisi gerekmeden primer dizayni
yapilabilmesi avantajlarindan biridir (Joshi vd., 2000). RAPD teknigine gore ¢ok daha
hassas ve tekrarlanabilirligi yiiksektir. Interspesifik ve intraspesifik DNA
polimorfizmlerini  belirlenmesinde  kullanilirdir  (Hantula, 1996). Markoérler
dominanttir (Wang vd., 1998) fakat kimi durumda homozigot ve heterozigotlugun

tanimlanmasinda kodominant markdrler verebilmektedir (Yorgancilar vd., 2015).

ISSR mark®rleri iki tip polimorfizm gdstermektedir (Hantula vd., 1996). Birincisinde

varyasyon bandin bulunmasi veya bulunmamasina bagli olarak belirlenmektedir. Bu
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tip RAPD markorleri kullanilarak belirlenen var yok polimorfizmi ile benzerlik
gostermektedir. Diger bir polimorfizm tiirii ise ¢ogaltilan iriinlerin boyutlarinin
uzunluk varyasyonundan kaynaklanmaktadir (Hantula, 1997), Fakat bu durum ancak
iki veya daha fazla kodominant markoriin bulunmasi durumunda insan soyagacindaki
gibi mendeliyen tarzda ayrim yapilabilmektedir. Bu da farkli molekiil agirliklarina
sahip markorler, tek lokusun farkli alellerini temsil eder fikrini desteklemektedir

(Zietkiewicz vd., 1994; Hantula ve Miiller, 1997).

Bu markorlerin yiliksek polimorfizm ve iiretkenlik gostermesi cogu genetik ¢esitlilik
caligmasinda basaril1 bir sekilde kullanilmasini saglamaktadir (Hantula, 1996). ISSR
markorleri son yillarda diinyada, genetik cesitlilik, gen haritalama, taksonomi ve
filogenetik ¢alismalarda farkl tiirler tizerinde etkin bir sekilde kullanilmaktadir (Gupta
vd., 1994; Zietkiewicz vd., 1994; Reddy vd., 2002).
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2. KAYNAK OZETLERI

“’Populasyon yapisi”’ terimi, populasyon igindeki veya populasyonlar arasindaki
genetik varyasyonun miktarini ve yayilisini ifade etmektedir (McDonald, 1997). Bir
populasyonun yapisinin karakterize edilmesi; var olan dogal populasyonlari
koruyabilmek, gegmisteki ve gliniimiizdeki yayilislarini karsilagtirabilmek ve evrimsel
olarak istikrarli tiirlerin devamliligini saglayabilmek agisindan 6nem arz etmektedir.
Bu sayede iklim degisikligi gibi degisen ¢evresel faktorlerin populasyonlar tizerindeki
baskilayici etkileri ve dnemi agiklanabilmektedir (Alam, 2016). Populasyon yapisi
caligmalari, ekolojik yararmin yami sira, hastalik etmenlerinin neden olabilecegi
zararlar1 onlemek, azaltmak ve bu etmenlere kars1 uygun ve etkili kontrol stratejileri
gelistirebilmek i¢in oldukga onemli bilgiler saglamaktadir (Stenlid, 1985). Tiim bu
nedenlerle literatiirde fungal populasyonlarin genetik yapisina odaklanan birgok
caligma bulunmaktadir (McDonald, 1997).

Dogal seleksiyonla gerceklesen evrimlerde, bireyler arasindaki genetik cesitlilik, gen
dizilimindeki olasi farkliliklarla agiklanmaktadir. Fisher (1930), dogal seleksiyon
temel teoreminde, bir organizmanin herhangi bir zamanda adaptasyon basarisindaki
artis ylizdesini, populasyonda var olan genetik gesitliliginin uyum basarisina
baglamaktadir. Gegmisten giliniimiize, genetik cesitliligin belirlenmesi amaciyla
organizmalarin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve genetik farkliliklarinin
kullanildig1 ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Korhonen, 1978; Mugnai ve Capretti,
1989; Karlsson ve Stenlid, 1991; Stenlid vd., 1994; Korhonen vd., 1998b; Comparini
vd., 2000).

H. annosum kompleksine ait tiirlerin genetik ¢esitliliginin tespitinde genellikle klasik
bir yontem olan eslestirme testleri kullanilmaktadir (Korhonen, 1978; Stenlid ve
Karlsson, 1991; Korhonen vd., 1998b). Eslestirme testleri, giivenilir sonuglar veren bir
0 kadar da basit bir teknik olup, halen funguslarin taksonomi ve populasyon yapisi
caligmalarinda, gelistirilen tekniklere ragmen, yaygin olarak kullanilmaya devam
etmektedir. Prensipte, tiirleri (IS gruplari) ortaya ¢ikarmak igin kullanilmaya baslayan
yontem, tir i¢i genetik cesitliligin yanisira homokaryon ve heterokaryon

miselyumlarin tespiti i¢in de kullanilmaktadir (Woodward vd., 1998).
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Korhonen (1978), ladin ve ¢am tiirlerinden elde etmis oldugu H. annosum izolatlarinin
IS gruplarini belirlemek amaciyla, laboratuvar kosullarinda somatik eslestirme testleri
uygulamis ve izolatlarin aralarindaki uyumlulugu tespit etmistir. Yapilan testler
sonucunda, izolatlarin intersteril 6zellikte oldugu yani birbirileri ile eslesmedigi ortaya
koyulmustur. Arastirmaci, fungusun morfolojik dzelliklerinin ve konukgu tercihlerinin
farkliligindan yola ¢ikarak gerceklestirdigi bu ¢alismasinda, cam ve ladin tiirlerini
enfekte eden P ve S tipi iki farkl intersteril grubun bulundugundan ilk kez sz etmistir.
Sonraki yillarda Capretti vd. (1990), yaptiklar1 eslestirme g¢aligsmalar1 sonucunda
goknar tiirlerine 6zellesmis oldugu diistiniilen F tipi Ggtlinct intersteril grubu rapor

etmistir.

Stenlid (1985), somatik eslestirme testlerinin Heterobasidion kompleksine ait tiirler
ile gergeklestirilecek populasyon yapisi ¢aligmalart i¢in en kolay ve en giivenilir
yontem oldugundan bahsetmistir. Karlsson (1993), IS gruplar1 seviyesinin altinda
kalan genetik ¢esitliligi eslestirme testleri ile belirlemenin olduk¢a zor oldugunu,
populasyon yapisi calismalarinda segici notr markorlere ihtiyag duyuldugunu
bildirmistir. Ayrica bu yontemin ¢ok sayida 6rnekle gergeklestirilen genetik ¢esitlilik
caligmalar1 i¢in pratik olmadigindan bahsetmistir. Chase ve Ullrich (1983), ayni
amagla cam plantasyonlarindan elde ettikleri Heterobasidion tiirleri iizerinde
gerceklestirdikleri diger bir ¢alismada, ¢iftlesme alellerini genetik markor olarak
kullanmis ve genetik gesitliligi tespit etmeye calismiglardir. Calismanin sonucunda
plantasyon icindeki hastalik ocaklarinin olusumunda tek bir klonun vejetatif
yayllimimin s6z konusu olmadigini, bir¢ok genetin neden oldugu inokulasyonlar

sonucu hastalik ocaklarinin meydana geldigini bildirmislerdir.

Arastirmacilar tarafindan yapilan diger bir calismada Orta ve Kuzey Kaliforniya’da
olimlerin gerceklestigi 15 farkli Abies concolor (Gordon & Glend.) Lindl. ex Hildebr
hastalik ocagindan elde edilen H. annosum s.s. izolatlarinin populasyon yapist somatik
eslestirme testleri ile incelenmistir. Homokaryotik miselyumlar ile gergeklestirilen
testler sonucunda, her hastalik ocag: ¢esitli fungal genotiplerin varligi ile karakterize
edilmistir. Ayrica agag ¢aplar1 ve fungusun yayilma mesafesi arasinda oldukg¢a yliksek
bir korelasyon saptanarak, en biiyiik klonlarn yiliksek aga¢ ve kiitiik yogunlugunun
bulundugu alanlarda tespit edildigi bildirilmistir. Fungusun sekonder yayilisi ile kiitiik

yogunlugu arasinda Onemli derecede bir iliski bulundugu tespit edilmistir
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belirlenmistir. Cogu yerel genotipin farkli giftlesme allellerine sahip oldugu ve bu
nedenle inokulasyonlarin akraba olamayan basidiosporlardan kaynaklandigini

bildirilmistir (Garbeletto vd., 1999).

Eslestirme testlerinin uygulandig1 diger bir calismada, Giiney Ispanya’da 1989 yilinda
kurulan dogal bir parkta endemik olarak goriilen Abies pinsapo ‘Glauca’ iizerinde
yayilis gosterdigi tespit edilen Heterobasidion tiiriintin, H. abietinum oldugu somatik
eslestirme testleri sonucunda ortaya koyulmustur. Izolatlar arasindaki farkli
genotipleri belirlemek amaciyla yapilan eslestirme testi ¢alismalar1 sonucunda en
genis yayilis gosteren H. abietinum’a ait genetin 57 m ile 10 farkli agagta kolonize
oldugu bildirilmistir. Bu ana genetin, parkin kurulusunun evvelinde, ¢ok onceki
enfeksiyonlarin neden oldugu kok kaynasmalar: ile yayildigi sonucuna varilmistir

(Sanchez vd., 2007).

Dogmus Lehtijarvi vd. (2007), Tirkiye’nin kuzey dogusunda gergeklestirdikleri
calismada, A. nordmanniana ve P. orientalis kiitiiklerinde bulunan basidiokarplardan
elde ettikleri H. annosum kompleksine ait izolatlarin IS gruplarini somatik eslestirme
testleri yardimi ile belirlemislerdir. Calismanin sonucunda A. nordmanniana
kiitiiklerinden elde edilen izolatlarin %90’min H. abietinum oldugu, geriye kalan
izolatlarin ise H. annosum s.s.’a ait oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alisma, Tiirkiye’de
H. annosum s.s.’un ilk kez rapor edildigi bir ¢alisma olmasinin yani sira, P. orientalis
tizerinde H. abietinum’un tespit edildigi ilk ¢alisma niteligini tasimaktadir.
Arastirmacilar, bolgede siire gelen ormancilik faaliyetlerinin fungus i¢in uygun
gelisme ortami kosullarini sagladigi ve bu nedenle etmene ait basidiokarplarin alanda

yogun olarak bulundugundan bahsetmistir.

Arastirmacilar tarafindan sikca kullanilan klasik eslestirme yontemin yani sira, tiirlerin
pektik izoenzim profillerinin (Karlsson ve Stenlid, 1991) ve yag asitleri-sterol
profillerinin belirlenmesi (Muller vd., 1995) gibi serolojik analizler de, farkli fungus
tiirlerini (Backhouse vd. 1984; Morrison vd. 1984) veya IS gruplarimi (Old vd., 1984;
Alfhas vd., 1984) ayirt etmede kullanilmistir. Hiittermann vd., (1979), yaptiklar
calismada 33 Heterobasidion izolatina ait izoenzim profillerini incelemis, laktat
dehidrogenaz ve malat dehidrogenaz profillerinde yiiksek derecede ¢esitlilik oldugunu

tespit etmiglerdir. Ancak yapmis olduklar1 calismada tiire ait IS gruplar agikca
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belirlenememistir. Stenlid (1985), malat dehidrogenaz profilinin Picea abies’den elde
edilen S tipi Heterobasidion izolatlarina spesifik oldugunu bildirmistir. Karlsson ve
Stenlid (1991), IS gruplarindaki pektinolitik enzimlerin bilesimlerinin kitalar i¢inde
benzer oldugunu ancak kitalar arasinda farklilik gdsterdiginin bildirmistir. Otrosina
vd., (1993), yaptiklari izoenzim analizleri ile Heterobasidion tiirlerinde bulunan 8
enzim sistemi tizerinde biiylik farkliliklar tespit ederek H. annosum kompleksine ait
tirlerin evrimini iklim degisikligi ve konukcu tiirler arasidaki iligkiler ile

degerlendirmislerdir.

Kullanilan morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal yontemler yapilarindan
kaynaklanan dezavantajlarindan dolayi, giinimiizde funguslarin populasyon yapisi
caligmalarinda tek baslarina yeterli olmamaktadirlar. Organizmalarin DNA’larinin
molekiiler diizeyde karsilagtirllmasini saglayan molekiiler markor tekniklerinin
gelistirilmesiyle farkli ekolojilerdeki genetik materyaller daha kolay karakterize
edilebilmekte, boylece bireylere ait genetik varyasyonlar daha hizli ve giivenilir
bi¢imde belirlenebilmektedir (Akcan vd., 2008). Kiiclik bir miktar DNA esas alinarak
yapilan ¢alismalarda gozlemlenen polimorfizm oranlarinin, morfolojik ve
biyokimyasal markor tekniklerinde elde edilen sonuglara oranla daha ytiiksek tespit

edildigi bildirilmistir (Stenlid vd., 1994).

Biyoteknoloji alanindaki metotlarin ilerlemesiyle, funguslarin populasyon genetigi
calismalarinda kullanilmak tizere bir dizi molekiiler markor gelistirilmis olup, bu
markér (RFLP) Forster ve arkadaslari tarafindan ilk kez 1987 yilinda denenmistir. i1k
markorlerden olan RFLP’nin fazla zaman alici olmasi, yiiksek miktar ve kalitede DNA
iriinii istemesi bu markoriin yillar iginde kullanimini kisitlamistir. Ayrica kiiltiire
alimamayan cesitli fungal tiirler icin RFLP kullaniminin oldukga elverigsiz oldugu

bildirilmistir (Hantula vd., 1996).

PCR’1n kesfinden sonra, 6zellikle populasyon yapisi ¢alismalari i¢in daha verimli ve
genis ¢apta uygulanabilir olan PCR tabanli markor tekniklerinde olduk¢a dnemli bir
artis gozlemlenmistir. DNA'min kisa primerlerle rastgele cogaltilmasina dayanan
(Welsh ve Mcclelland, 1990; Williams vd., 1990) ve PCR tabanli bir markor teknigi
olan RAPD analizi, funguslarin populasyon genetigi ve haritalanmasi ¢aligmalarinda
oldukea sik kullanilmaktadir (Garbelotto vd., 1993; Fabritius ve Karjalainen, 1993;
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Laporta vd., 1993; Charlesworth vd., 1994). Bu yontem, DNA dizisi bilinmeyen tiirler
tizerinde caligilabilme imkani sunmakla birlikte, tekrarlanabilirligi ve glivenilirligi
sinirli olan bir teknik olarak bildirilmistir (Williams vd., 1990; Devos ve Gale, 1992).

Lakomy vd. (2007), yaptiklar1 ¢alismada Pinus sylvestris L., Picea abies (L.) Karst.
ve Abies alba Mill. kiitiiklerinden elde edilen Heterobasidion izolatlarinin genetik
cesitliligini  RAPD markorleri ve somatik eslestirme testlerini  kullanarak
belirlemislerdir. Tespit ettikleri ¢ogu genetin bir kiitiik izerinde konumlandigini, bazi
durumlarda iki, li¢ hatta dort farkli genetin tek bir bireyde bulundugunu rapor
etmislerdir. Nei equation yontemi kullanarak belirledikleri genetik benzerlik oranlari
H. annosum s.s. izolatlar1 i¢in %0-62, H. parviporum izolatlari i¢in %0-38 ve H.
abietinum izolatlar1 igin %0-55 arasinda gesitlilik gostermektedir. En eski ve en biiyiik
genetin bir goknar kiitigiinden izole edilen H. abietinum'a ait bir genet oldugunu ve
bu genetin en az 14 yasinda oldugunu bildirmislerdir. Calismada genetlerin
biiyiikligii, yapilan aralama kesimleri, spor yayilislari, kiitiiklerin yasi veya odun

kolonizasyonundaki rekabet ile iliskili olarak ele alinmustir.

Yiiksek mutasyon oranina sahip mikrosatelitler i¢in en verimli teknik, SSR markor
teknigi olarak bildirmistir. Populasyonlardaki varyasyonlarin arka planlarimin
kolaylikla belirlendigi bu teknigin fungal ¢alismalardaki kullanimu, tiire 6zgii spesifik
primer ihtiyaci nedeniyle giiniimiizde kisith kalmistir (Hantula, 1996). Garbelotto vd.,
(2013), italya’dan elde edilen 101 H. irregulare izolatini, Kuzey Amerika’da 5 farkl
bolgeden elde edilen 34 H. irregulare izolat: ile SSR markdrlerini kullanarak genetik
olarak karsilastirmiglardir. Italya’da Castelfusano/Castelporziano bolgesinden elde
edilen izolatlarin en yiiksek oranda genetik ¢esitlilige sahip oldugunu ve bu bélgeden
uzaklastikca genetik cesitlilik oraninin azaldigini ifade etmislerdir. Analizler bolgeler
arasinda yiiksek diizeyde gen akisinin oldugunu ve tek lokasyona ait 6zel bir genetin
bulunmadigini gostermistir. Calismada ¢ok sayida genotipin tek bir bolgeyi istila ettigi

bildirilmistir.

Minisatelit dizilerden biri olan ve bakteriofajlardan elde edilen M13 primeri (Vassart
vd., 1987) ilk olarak insan genomundaki cesitliligi tespit etmek amaciyla
kullanilmistir. Bu dizinin varligi zaman igerisinde funguslar da dahil olmak iizere,

bircok farkli organizmada cesitli ¢aligmalar ile rapor edilmistir (Ruskov vd., 1988;
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Rogstad vd., 1988; Meyer vd., 1991). Meyer ve arkadaslari 1991 ve 1992 yillarinda
yaptiklar1 ¢alismalarda, M13 markoériinii ilk kez Tricoderma spp. ve Leptosphaeria
maculans (Desmaz.) Ces. & De Not. izolatlarinin genetik ¢esitliliginin tespiti amaciyla

kullanmislardir.

Karlsson (1994), Kuzey Avrupa’dan elde edilen 54 Heterobasidion kompleksine ait
izolatin genetik ¢esitliligini M13 primeri ve ribozomal DNA problarini kullanarak
tespit etmistir. Calismada, M13 primeri ile Heterobasidion tiirlerine ait IS gruplar
UPGMA kiimelenme yontemi kullanilarak agikca ayirt edilmis ve ayni cografi kdkene
sahip izolatlarin kiimelenme egiliminde oldugu belirtilmistir. Ortalama benzerlik
indeksi kullanilarak yapilan analiz sonuglarina gore S tipi izolatlar igin ortalama
benzerlik indeksi 0.80, P tipi izolatlar i¢in 0.68, 1S gruplari aras1 benzerlik indeksi ise
0.49 olarak bildirilmistir. Calismanin diger kisminda, bir Heterobasidion izolatinin
mitokondriyal (ML 5-8) bolgesi ve ribozomal niikleer (ITS 1-4) bolgesi PCR ile
cogaltilarak prob olarak kullanilmistir. Mitokondriyal ML 5-8 bélgesi prob olarak
kullanildiginda UPGMA kiimelenmesi sonucu genetik ¢esitlilik tespit edilmis olup,
ribozomal niikleer ITS 1-4 bolgesi ile cografik alanda veya IS gruplari arasinda

cesitlilik tespit edilememistir.

Stenlid vd. (1994), yaptiklar1 ¢alismada M13 minisatelit marké&riinii Iskandinavya,
Almanya ve Italya menseli S, P ve F tipi 124 Heterobasidion izolatinin genetik
cesitliligini ve bu izolatlarin cografi farkliliklarini arastirmak amaciyla kullanmastir.
ABSI (The average band-sharing index) kullanilarak yapilan analizler sonucu M13
primerinin hem izolatlar arasi spesifik farkliliklar1 hem de IS gruplar1 arasindaki
spesifik farkliliklar1 tespit etme kabiliyetinde oldugu bildirmislerdir. Farkli cografik
alanlardan elde edilen izolatlarin bolgesel farklilagmalarinin karsilastirildig
calismada, S tipi izolatlarda cografi mesafenin artmasiyla genetik benzerlik oraninin
azaldig1 tespit edilmistir. S ve P tipi izolatlara ait ABSI degerlerinin, populasyonlarin
kendi i¢inde daha yiiksek oranda oldugu rapor edilmistir. Ayrica Karlsson (1994)’iin
UPGMA kiimelenme yontemine gére M 13 minisatelit bantlarinin ayn1 cografik orjinli

H. annosum tiirleri i¢in kiimelenme egiliminde oldugunu bildirmislerdir.

Petta vd. (2001), italya’nin farkli bélgelerinde P. nigra, P. pinea, P. sylvestris, P.

pinaster ve P. menziesii tiirlerinden elde ettikleri 22 H. annosum s.s. izolatinin genetik
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yapisint M13 markdrii kullanarak arastirmislardir. Filogenetik dendogram UPGMA
kiimelenme yontemi kullanilarak yapilan analizlerde, P grubuna ait izolatlarin S ve F
grubuna ait izolatlardan agik bir sekilde ayirt edildigini bildirmislerdir. Test edilen P
grubu izolatlar kendi i¢inde analiz edildiginde, ayni cografi kdkene ait olanlarin farkli
kiimeler olusturma egiliminde oldugu gozlemlenmistir. Calisma Avrupa’da daha 6nce
gerceklestirilmis olan ¢alismalar ile kiyaslandiginda, Stenlid ve arkadaslarinin 1994
yilinda tespit ettiklerinin aksine P tipi izolatlarin S tipi izolatlardan daha giicli bir
farklilagsmaya sahip oldugu bildirilmistir. Calismada kullanilan H. annosum s.s.
izolatlarinin yiiksek genetik ¢esitlilik orani, Italya’nin tarihte bir farklilasma merkezi
olmas1 ve yerli konukcu agagc tiirli ¢esitliligin fazla olmasi ile iligkilendirilmistir. Bu
baglamda H. annosum’un evrimsel tarihini, enfekte ettigi agac¢ ¢esitliligine bagh
olarak degerlendirmislerdir. Ayrica calismada, llkenin daglik topografik yapisi
nedeniyle farkli alanlardaki patojen populasyonlari arasinda genetik akisa izin

vermemis olabilecegi bildirilmistir.

Yapilan diger bir ¢alismada, farkli Avrupa tlkelerinde A. alba tiirtinden toplanan 47
H. abietinum izolati, M13 markori kullanilarak H. annosum s.s. ve H. parviporum
izolatlar1 ile genetik olarak karsilastirilmistir. Populasyonlar arasindaki ve igindeki
genetik varyasyonlar, genetik varyasyon molekiiler analizi (AMOVA) ile
incelenmistir. Neighbor-Joining methodu ile birbirinden farkli 3 Heterobasidion IS
grubu igin dendrogramlar olusturulmustur. Calismanin sonunda, Balkan Yarimadasi,
Italyan Yarimadasi ve Fransa Pireneler Bolgesi’nden elde edilen H. abietinum
izolatlar1, cografi kokenlerine gore kiimeler halinde ayrilmistir. Merkezi Avrupa’dan
elde edilen izolatlar arasinda cografik bir kiimelenme tespit edilememistir. Calismada
H. abietinum izolatlar1 arasindaki genetik varyasyon, Abies tiirlerinin go¢ gegmisi goz

oniinde bulundurularak degerlendirilmistir (Zamponi vd., 2007).

Cieslak vd. (2011), farkli bolgelerde bulunan farkli yaslardaki P. sylvestris agac ve
kiitiiklerinden elde edilen H. annosum s.s. izolatlarinin genetik ¢esitliligini somatik
eslestirme testleri ve M 13 primeri kullanarak arastirmislardir. Calismanin sonucunda,
izolatlara ait genetik benzerlik oraninin %0-74 arasinda belirlendigi, aga¢ ve
kiitiiklerin %17.9’unda farkli genetler bulundugu ve genler arasinda meydana gelen en

diisiik benzerlik oraninin %20.7 olarak hesaplandigi bildirilmistir. Caligmada ayrica
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izolatlarin sarigamlar iizerindeki patojenisitesi belirlenmis ve en agresif genetlerin

kiitiiklerden elde edilen genetler oldugu rapor edilmistir.

Rastgele amplifike olan mikrosatelit markorleri (RAMS), hayvanlarda ve bitkilerdeki
genetik varyasyon analizinde kullanilmak tizere ilk defa Zietkiewicz vd. (1994)
tarafindan rapor edilmistir. Hantula vd. (1996), yaptiklar1 g¢alismada RAMS
markorlerini - Armillaria  cepistipes f. pseudobulbosa Romagn. & Marxm.,
Gremmeniella abietina (Lagerb.) M. Morelet, Phytophthora cactorum (Lebert &
Cohn) J. Schrot, Stereum sanguinolentum (Alb. & Schwein.), Fr., H. annosum ve P.
gigantea gibi gesitli fungal tiirler lizerinde uygulamis ve bu teknigin, Phycomycetes,
Ascomycetes ve Basidiomycetes iiyeleri de dahil olmak {izere tiim fungus tiirlerinin
interspesifik ve intraspesifik DNA polimorfizmlerinin belirlenmesinde giivenilebilir
ve uygulanabilir bir teknik oldugunu bildirmislerdir. Reddy vd. (2001), RAMS
markorlerinin  yiiksek polimorfizm ve iiretkenlik gdstermesi nedeniyle bir¢ok
basidiomiset iiyesinin genetik farkliligimin belirlenmesinde ve genetik haritalarinin

olusturulmasinda yaygin olarak kullanilabilecegini rapor etmislerdir.

Vainio ve Hantula (1998), 7 farkli Avrupa iilkesinden elde ettikleri Heterobasidion
izolatlarmin intersteril gruplar i¢inde ve arasinda bulunan genetik varyasyonlarini
(CGA)s, (CT)7 ve (CCA)s RAMS markérlerini kullanarak tespit etmislerdir. Toplam
77 adet markoriin analizi sonucunda, en yiiksek polimorfik markor sayisi ve en diisiik
sabit markor sayist P grubuna ait izolatlarda belirlenmistir. AMOVA analizi
kullanilarak gergeklestirilen analizler sonucunda S ve P gruplarina ait izolatlarin kendi

iclerinde diisiik seviyede de olsa cografi farklilasma oldugu bildirilmistir.

Dai vd. (2003), Avrasya’da bulunan Heterobasidion kompleksine ait tiirlerin
taksonomisini ve genetik ¢esitliligini arastirmislardir. izolatlarin IS gruplarmi
belirlemek amaciyla klasik eslestirme testlerinin yani sira DNA parmak izi analizlerini
uygulayarak H. annosum s.s., H. abietinum ve H. parviporum tiirlerine ait izolatlar
teshis etmiglerdir. Calismada, izolatlara ait genetik varyasyonlarin tespitinde (CGA)s,
(GAG)s ve M13 primerleri kullanilmigtir. AMOVA analizleri sonucunda 43 ayri
izolattan toplamda 24 tekrarlanabilir markor ve 30 farkli markor kombinasyonu elde
edildigi bildirilmistir. Sonuglar Neighbor Joining ve UPGMA dendrogramlari

kullanilarak yorumlanmustir.
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Damico vd. (2007), Roma gevresindeki P. pinea ormanlarindan elde edilen Kuzey
Amerika P tipi izolatlar1 ile Italya’da yerel tiir olarak bulunan Avrupa P tipi
izolatlarminin populasyon yapisini klasik eslestirme testleri ve molekiiler yontemler
(mtDNA, RAMS, SCAR) kullanarak belirlemislerdir. Calismanin sonunda MtDNA
tekniginin her iki bolge izolatlarinin arasinda ayrim yapabildigini belirtmiglerdir.
RAMS markdérleri ile yapilan analizler sonucunda AMOVA ile hesaplanan varyans
yiizdeleri, P grubu populasyonlari arasinda %12.6-58.2, populasyonlarin kendi iginde
%41.7-79.3 arasinda degisiklige sahip, eslestirme testleri, Kuzey Amerika ve Avrupa
P tipi homokaryotik izolatlarinin %98.3 oraninda seksiiel eslesme gosterdigini

gostermistir.

Dogmus Lehtijarvi vd., 2010 yilinda gerceklestirdikleri bir proje kapsaminda,
Tiirkiye’nin dort farkli bolgesinde yayilis gosteren goknar tiirlerinde bulunan 268 adet
basidiokarptan elde ettikleri H. abietinum izolatlarinin genetik ¢esitliligini (CCA)s,
(GAG)s, (CT)s ve (TCG)s RAMS markorlerini ve M13 primerini kullanarak
aragtirmiglardir. AMOVA analizleri ile yorumlanan c¢alismada, H. abietinum
izolatlarinin farkli populasyonlar1 arasinda yiiksek derecede polimorfizm tespit
edilmistir. Arastirmacilar, M13 primeri ile ¢ogaltilan farkli populasyonlara ait H.
abietinum izolatlar1 arasinda meydana gelen polimorfizmin, RAMS primerleri ile
cogaltilan izolatlarda meydana gelen polimorfizmden daha diisiik diizeyde oldugundan

bahsetmistir.

Luchi vd. (2011), yapmis olduklar1 ¢alismada Giiney Avrupa ve Akdeniz Havzasi
cevresindeki ¢esitli bolgelerde farkli konukgulardan toplanan H. abietinum
izolatlariin populasyon yapisini klasik eslestirme testleri ve molekiiler yontemler
(M13 primeri ve RAMS markdérleri) kullanilarak belirlemislerdir. Calismanin sonunda
farkli bolgelerden elde edilmis 95 H. abietinum izolatina ait 61 polimorfik markor
analiz edilmigti. AMOVA analizleri sonucu farkli bolgelerden elde edilen H.
abietinum populasyonlar: arasinda kaydadeger oranda genetik farklilasma bulundugu
rapor edilmistir. Ayrica ¢alismada populasyon kiimelenmelerini belirlemek amaciyla
SAMOVA v. 1.0 (Molekiiler Varyansin Mekansal Analizi) programi kullanilmistir.
Heterobasidion izolatlar1 arasindaki farkliliklarin konukgu populasyonlarin gesitliligi

ile iligkili oldugu ve farkli bolgeler arasinda bulunan gen akisinin cografi engeller
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nedeni ile kisitli oldugu rapor edilmistir. H. abietinum izolatlarinin populasyon yapisi,
Abies tiirlerinin buzul sonrasi yeniden kolonizasyonu ile iliskilendirilerek ele

alimmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez calismasina ait arastirmalar, asagida verilen temel asamalar ¢gercevesinde (Sekil
3.1) gerceklestirilmistir. Bu asamalarin  gergeklestirilmesinde izlenen adimlar,

kullanilan materyal ve yontemler ilgili boliimlerde agiklanmustir.

Hastalik Ocaklarinin
Belirlenmesi
1. ASAMA - o
. — Verilerin Toplanmasi
SORVEY CALISMALARI
Orneklemelerin Yapilmasi
—| Fungusun izolasyonu
Morfolojik Teshis
2. ASAMA d Calismalari
LABORATUVAR ]
CALISMALARI Molekiiler Teshis
Caligsmalar1
Eslestirme Testleri ve
| H._annosum'un Degerlendirmeleri
Populasyon Yapisinin
Belirlenmesi |_ PCR Esasli Metotlar ve
Degerlendirmeleri
—| Verilerin Hazirlanmasi
3. ASAMA -
o || MAXENT Entropi
CEVRESEL DEG.IS.KE.N!JE.R — | Yaklagimi ile Potansiyel
ILE HASTALIK ILiSKISININ Dagilim Modellemesi
BELIRLENMESI
_ Degerlendirmeler

Sekil 3.1. Arastirmanin agamalari

Arastirmanin ana materyalini dogal genglestirme sahasinda bulunan kizilgam bireyleri
ve bu agaclarda kok ¢iiriikliigiine neden olan fungal etmen Heterobasidion annosum

olusturmaktadir.
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3.1. Arastirma Alam

Sorveylerin gergeklestirildigi, Golhisar-ibecik kizilgam genglestirme sahasi, Burdur ili

Golhisar ilgesi miilki sinirlart igerisinde yer almaktadir (Sekil 3.2).

716600 716800 717000 717200

4098800

4098600

2
2
3
3
2
3
<2

4098200
=
EJ
=

Kilometers
0 0125 025 5

4098000

Legend

®  Sample plot

- Study area

Sekil 3.2. Arastirma alan1 yer bulduru haritasi

4097800

716600 716800 717400

Idari olarak Isparta Orman Bélge Miidiirliigii, Golhisar Orman isletme Miidiirliigii,
Ibecik Orman Isletme Sefligi smirlar1 icinde kalan bu alan, mescere haritasina gére 76
numarali bolmede heniiz kapalilik tesekkiil etmemis mescere tipi (Cza) (Sekil 3.3)

olarak smiflandirilmustir.
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ISPARTA ORMAN BOLGE MUDURLUGO
GOLHISAR ORMAN ISLETME MUDURI
IBECIK ORMAN ISLETME SEFLIGI 4,
MESCERE HARITASI '

Sekil 3.3. ibecik Orman Isletme Sefligi mescere haritasi

Genel olarak haritada yer alan ormanlar, Akdeniz Bolgesinde bulunmakta olup rakim
1000-2200 m arasinda degismektedir. Bu ormanlar Greenwich’e gore; 29°19°33”-
29°29°58”’ Dogu boylamlar ile Ekvatora gore 36°51°14-37°03°00” kuzey enlemleri
arasinda kalmaktadir. European Datum 1950 koordinat sisteminde UTM 35. zon
formatinda 707261-722338 m dogu boylamlari, 4103288-4082381 m kuzey enlemleri
arasinda bulunmaktadir. Ustlendigi fonksiyonlar (ekonomik, ekolojik, sosyal) dikkate
alinarak sekiz isletme sinifi halinde ayrilan bu alanlar karacam, kizilgam, sedir, ardi¢
ve mese mescerelerinin saf ve birbiriyle yaptig1 karisik mescerelerden olugmaktadir.
Ekonomik fonksiyonlara gore kizilgam, karagam ve mese isletme siniflarina ayrilmis
olan bu boélgede hastalik etmeninin bulundugu aga¢ tiirii olan kizilcam isletme
smifinda isletme amaci, piyasanin istedigi en yiliksek miktar ve kalitede endiistriyel
odun tiretimini gergeklestirmektir. Mevcut dogal kizilgam mescerelerinin saf, kismen
de karagamla karisik olarak bulundugu mescereler bu isletme sinifina ayrilmis olup
999.9 ha ormanlik, 110.9 ha ormansiz olmak iizere toplam 1110.8 ha alana sahiptir.
Hastalik etmeninin bulundugu dogal genglestirme sahasi yaklagik 60 ha.’lik bir alan1
kaplamaktadir. Alanda 1998, 1999, 2000 ve 2001 yillarinda parga parga biiyiik alan
traglama yontemi ile dogal genglestirme galismalar1 gergeklestirilerek, yorede bulunan
kizilgamlardan toplanan tohumlar alana atilmigtir. Hastaligin yayilis gosterdigi bu

sahada azzimsanamayacak 6l¢iide sedir gencligi bulunmaktadir.
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3.2. Sorvey calismalar:

Sorvey calismalar1 2016 yilinin Haziran-Agustos aylarinda yuriitilmiistiir. Arastirma
alaninda H. annosum etmeninin bulundugu kizilgcamlar ve ¢alismalarin yiiriitiilecegi
hastalik ocaklar1 tespit edilerek, bu ocaklardaki yetisme ortami 6zelliklerine, konuk¢u

ozelliklerine ve hastalik etmenine iliskin veriler toplanmastir.
3.2.1. Hastalik ocaklarinin belirlenmesi
Tim sorvey alani taranarak, etmenin varligina dair kizilgamlarda goriilen beyaz

cliriikliik belirti (ireme organlari, enfekteli odun dokular1 vb.) ve isaretleri yardimiyla

20 adet hastalik ocagi tespit edilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Sorvey calismalarinin yapildig: hastalik ocaklart.

Tespit edilen hastalik ocaklari smirlandirildiktan sonra, koordinatlar1 Kiiresel
konumlama sistemi (GPS, Global position system) ile belirlenerek kaydedilmistir.

Hastalik ocaklarina ait koordinat ve yiikselti bilgileri Cizelge 3.1’de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Hastalik ocaklarina ait koordinat ve yiikselti verileri

gf;;‘ﬁ; Koordinat Yiikselti (m)
T S
: 29°26527D 1249
3 29268540 1251
T
5 392610.69D 1231
o Tu
7 A 1209
g o
9 29261504'D 1218
10 202615 261D 1212
11 292613.55'D 1217
12 3926'17.55D 1227
13 2926 13.56D 1249
14 3972673.99D 1197
15 392615.03D 13
16 392671.26D 1168
o e
18 39625.34'D 946
19 29262791 1154
20 37°07.21"K -

29°26'10.72"D
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3.2.2. Verilerin toplanmasi ve érnekleme

Hastalik ocaklarindan verilerin toplanmasi islemi, Korpilahti ve Kuuluvainen (2002),
Syrjénen, vd., (1994) ve Tuomisto vd., (1995)’e atfen, orman ekosistemlerinde yapu,
biyolojik cesitlilik ve ¢evresel heterojenlik calismalarinda yaygin olarak kullanilan

¢izgi transekt metodu ile gergeklestirilmistir (Ranta ve Saloniemi, 2005; Oskay, 2013).

Secilen hastalik ocaklarindaki 6l¢timler ve 6rneklemeler, 20 m uzunlugunda ve 20 m
genisligindeki transekt ¢izgi lizerinde yapilmistir. Esyiikselti egrilerine paralel olarak,
20 m uzunlugundaki seritmetre hastalik ocaklarindaki bireyleri i¢ine alacak sekilde bir

baslangi¢ noktasi belirlenerek alana sabitlenmistir.
Sonrasinda, hastalik ocagi (400 m? (20 m x 20 m)) igerisinde yer alan her bir kizilgam

bireyinin serit metre iizerindeki degeri (X ekseni) ve serit metreye olan uzakligi (Y

ekseni) m olarak olgtilmiis (Sekil 3.5) ve kaydedilmistir.

10

20 m genisligindeki oordinat
| I R I N PN B O R == T O T 'S S = o B o R s
°

1 1

-10
20 m uzunlugundaki transekt ¢izgisi

Sekil 3.5. Hastalik ocaklarinda yapilan 6rneklemenin sematik gosterimi
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Hastalik ocaklarinda bulunan tiim bireylerin konumlar1 belirlendikten sonra her birey
icin ¢ap (cm), boy (m) ol¢iim islemleri gergeklestirilmis, konukcu ozellikleri ve

hastalik etmenine ait 6zellikler arazi karnesine not edilmistir.

Orneklemelerin yapildig1 209 agactan toplam 182 izolat elde edilmis olup izolatlarin
elde edildigi kizilgam bireylerinin ortalama ¢ap1 7.3 cm, ortalama boyu 3.07 m olarak

(Cizelge 3.2) dlgiilmiistiir.

Cizelge 3.2. 1zolatlarin elde edildigi kizilgam bireylerinin ortalama boy-¢ap verileri

Hastahk Ort. boy Ort. cap
Ocag1 No (m) (cm)
1 3.07 1.74
2 2.56 4.44
3 2.47 6.42
4 2.63 6.55
5 3.06 5.84
6 3.14 8,29
7 2.63 6.21
8 2.44 5.79
9 2.72 12.25
10 2.37 6.58
11 2.08 5.21
12 2.03 5.20
13 1.63 5.37
14 3.40 6.37
15 5.42 11.96
16 3.36 7.71
17 4.32 9.87
18 3.66 7.25
19 3.19 7.17
20 3.96 9.04

Hastalik ocaklarinda bulunan kizilgam bireylerinden izolasyon i¢in toplanan iireme
organlari, enfekteli odun dokular1 ve kok bogazindan alinan disk 6rnekleri (Sekil 3.6),

ornegin alindig1 hastalik ocaginin numarasi, 6rnek numarasi ve ornekleme tarihinin
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yazildig1 etiketlerle birlikte kese kagitlar1 igerisinde uygun kosullarda saklanarak
laboratuvara getirilmistir. Ornekler incelemeye alinana kadar soguk hava deposunda
(4 °C £ 1°C) muhafaza edilmistir.

Sekil 3.6. Kizilgam bireylerinden izolasyon igin toplanan iireme organlari, enfekteli
odun dokular1 ve kok bogazindan alinan disk ornekleri.

3.3. Laboratuvar Calismalari

Bu arastirmanm laboratuvar ¢alismalari, Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi,
Orman Fakiiltesi Dendroklinik ve Molekiiler biyoloji laboratuvarlarinda
ylriitiilmistir. Dendroklinik laboratuvarinda, aga¢ dokularinda fungal konidi
olusumlarin1 gézlemek igin gerekli stereo mikroskop, spor yapilarini gozlemek igin
gerekli 1s1tk mikroskobu, besi ortamlarinin hazirlanmasinda kullanilan sterilizasyon
aletleri (etiiv ve otoklav) ve aseptik kosullarda ¢alisma imkani saglayan steril kabin
bulunmaktadir. Laboratuvarda, funguslarin istenilen sicakliklarda gelistirilmesi ve
saklanmasi i¢in inkubatérler ve buzdolaplar1 da mevcuttur. DNA izolasyonu, PCR ve
jel goriintilleme iglemleri Molekiiler biyoloji laboratuvarinda bulunan, ¢eker ocak,
Real Time PCR-Thermal Cycler (BioRad), jel goriintiileme cihazi, jel elektroforezi,
santrifiij, sicak su banyosu gibi mevcut alet ve ekipmanlarla (Sekil 3.7)

gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.7. Molekiiler biyoloji laboratuvarinda kullanilan cihazlar: a) jel goriintiileme

cihaz, b) jel elektroforezi ve ¢) santrifijj

Laboratuvar ¢alismalari; fungusun izolasyonu, morfolojik ve molekiiler teshis
calismalar1 ve H. annosum’un populasyon yapisinin belirlenmesi seklindeki ana
basliklardan olugsmakta, bu caligmalara ait bulgular, arastirma bulgular1 boliimiinde ilk

sirada yer almaktadir (bk. Boliim 4.1).

3.3.1. Fungusun izolasyonu

Izolasyon, fungusun tanisi i¢in gerekli bir asama olup, izolasyonlar sonucunda elde
edilen izolatlar (funguslara ait saf koloniler), morfolojik ve molekiiler teshis

calismalarinda kullanilmaktadir.

Fungal izolasyonlarda besi ortami olarak %2’lik Malt Ekstrakt Agar (MEA) (Merck)
kullanilmistir. Hazirlanan besi ortamlar1 otoklavda 121 °C’de 20 dakika steril
edildikten sonra, antibakteriyel madde olarak streptomisin eklenerek 9 mm ¢apindaki
petri kaplarina dokiilmistir. Oda sicakliginda kese kagidi iginde saklanan
basidiokarplardan alinan porlu pargalar, icinde MEA bulunan petri kaplarina ¢izgiler
seklinde siiriilerek sporlarin besi ortami lizerinde yayilmasi saglanmistir. Bu iglem,
orneklemelerin hemen sonrasindaki birka¢ giin igerisinde gergeklestirilmistir. Petri
kaplarinda ¢imlenmekte olan sporlar, 24 saat sonra 1sik mikroskobu altinda
gozlemlenerek her basidiokarp Orneginden 5-8 adet homokaryotik kiiltiir elde
edilmistir (Korhonen ve Hintikka, 1980; Korhonen vd., 1992).
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Kizilgam bireylerine ait enfekteli odun dokularindan alinan pargalar, yiizeysel olarak
sterilize edildikten sonra MEA bulunan petri kaplarinda 23 °C’de 1 hafta inkube
edilmigtir. Yapilan giinlik kontroller ile gelisen karakteristik Heterobasidion
konidileri mikroskop altinda teshis edilerek saflastirilmistir. Bu izolatlar sonrasinda
homokaryotik kiiltiirler elde etmek amaciyla tek spor izolasyon yontemine tabi

tutulmustur.

Izolasyonlar sonucu, 37 tanesi iireme organlarindan olmak iizere, toplam 182

Heterobasidion izolati (Cizelge 3.3) elde edilmistir.

Cizelge 3.3. Orneklerden elde edilen izolatlar

no Ornek izolat no No Ornek izolat no no Ornek izolat no
alan no alan no alan no

1 1 GHa-01Cz1 62 6 GHa-06Cz4 123 12 GHa-012Cz4
2 1 GHa-01Cz2 63 6 GHa-06Cz5 124 12 GHa-012Cz5
3 1 GHa-01Cz3 64 6 GHa-06Cz6 125 12 GHa-012Cz6
4 1 GHa-01Cz4 65 6 GHa-06Cz7 126 12 GHa-012Cz7
5 1 GHa-01Cz5 66 6 GHa-06Cz8 127 13 GHa-013Cz1
6 1 GHa-01Cz6 67 6 GHa-06Cz9 128 13 GHa-013Cz2
7 1 GHa-01Cz7 68 6 GHa-06Cz10 | 129 13 GHa-013Cz3
8 1 GHa-01Cz8 69 7 GHa-07Cz1 130 13 GHa-013Cz4
9 1 GHa-01Cz9 70 7 GHa-07Cz2 131 13 GHa-013Cz5
10 1 GHa-01Cz10 | 71 7 GHa-07Cz3 132 13 GHa-013Cz6
11 1 GHa-01Cz11 | 72 7 GHa-07Cz4 133 14 GHa-014Cz1
12 1 GHa-01Cz12 | 73 7 GHa-07Cz5 134 14 GHa-014Cz2
13 1 GHa-01Cz13 | 74 7 GHa-07Cz6 135 14 GHa-014Cz3
14 1 GHa-01Cz14 | 75 7 GHa-07Cz7 136 14 GHa-014Cz4
15 1 GHa-01Cz15 | 76 7 GHa-07Cz8 137 14 GHa-014Cz5
16 2 GHa-02Cz1 77 7 GHa-07Cz9 138 15 GHa-015Cz6
17 2 GHa-02Cz2 78 7 GHa-07Cz10 | 139 15 GHa-015Cz7
18 2 GHa-02Cz3 79 7 GHa-O7Cz11 | 140 15 GHa-015Cz8
19 2 GHa-02Cz4 80 8 GHa-08Cz1 141 15 GHa-015Cz9
20 2 GHa-02Cz5 81 8 GHa-08Cz2 142 15 GHa-015Cz10
21 2 GHa-02Cz6 82 8 GHa-08Cz3 143 15 GHa-015Cz11
22 2 GHa-02Cz7 83 8 GHa-08Cz4 144 16 GHa-016Cz1
23 2 GHa-02Cz8 84 8 GHa-08Cz5 145 16 GHa-016Cz2
24 3 GHa-03Cz1 85 8 GHa-08Cz6 146 16 GHa-016Cz3
25 3 GHa-03Cz2 86 8 GHa-08Cz7 147 16 GHa-016Cz4
26 3 GHa-03Cz3 87 8 GHa-08Cz8 148 16 GHa-016Cz5
27 3 GHa-03Cz4 88 8 GHa-08Cz9 149 16 GHa-016Cz6
28 3 GHa-03Cz5 89 8 GHa-08Cz10 | 150 16 GHa-016Cz7
29 3 GHa-03Cz6 90 9 GHa-09Cz1 151 17 GHa-017Cz1
30 3 GHa-03Cz7 91 9 GHa-09Cz2 152 17 GHa-017Cz2
31 3 GHa-03Cz8 92 9 GHa-09Cz3 153 17 GHa-017Cz3
32 3 GHa-03Cz9 93 9 GHa-09Cz14 | 154 17 GHa-017Cz4
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33 3 GHa-03Cz10 | 94 9 GHa-09Cz5 155 17 GHa-017Cz5
34 3 GHa-03Cz11 | 95 9 GHa-09Cz6 156 17 GHa-017Cz6
35 3 GHa-03Cz12 | 96 9 GHa-09Cz7 157 17 GHa-017Cz7
36 3 GHa-03Cz13 | 97 9 GHa-09Cz8 158 18 GHa-018Cz1
37 4 GHa-04Cz1 98 9 GHa-09Cz9 159 18 GHa-018Cz2
38 4 GHa-04Cz2 99 9 GHa-09Cz10 | 160 18 GHa-018Cz3
39 4 GHa-04Cz3 100 9 GHa-09Cz11 | 161 18 GHa-018Cz4
40 4 GHa-04Cz4 101 9 GHa-09Cz12 | 162 18 GHa-018Cz5
41 4 GHa-04Cz5 102 10 GHa-010Cz1 | 163 18 GHa-018Cz6
42 4 GHa-04Cz6 103 10 GHa-010Cz2 | 164 18 GHa-018Cz7
43 4 GHa-04Cz7 104 10 GHa-010Cz3 | 165 19 GHa-019Cz1
44 4 GHa-04Cz8 105 10 GHa-010Cz4 | 166 19 GHa-019Cz2
45 4 GHa-04Cz9 106 10 GHa-010Cz5 | 167 19 GHa-019Cz3
46 4 GHa-04Cz10 | 107 10 GHa-010Cz6 | 168 19 GHa-019Cz4
47 4 GHa-04Cz11 | 108 10 GHa-010Cz7 | 169 19 GHa-019Cz5
48 5 GHa-05Cz1 109 10 GHa-010Cz8 | 170 19 GHa-019Cz6
49 5 GHa-05Cz2 110 11 GHa-011Cz1 | 171 19 GHa-019Cz7
50 5 GHa-05Cz3 111 11 GHa-011Cz2 | 172 19 GHa-019Cz8
51 5 GHa-05Cz4 112 11 GHa-011Cz3 | 173 20 GHa-020Cz1
52 5 GHa-05Cz5 113 11 GHa-011Cz4 | 174 20 GHa-020Cz2
53 5 GHa-05Cz6 114 11 GHa-011Cz5 | 175 20 GHa-020Cz3
54 5 GHa-05Cz7 115 11 GHa-011Cz6 | 176 20 GHa-020Cz4
55 5 GHa-05Cz8 116 11 GHa-011Cz7 | 177 20 GHa-020Cz5
56 5 GHa-05Cz9 117 11 GHa-011Cz8 | 178 20 GHa-020Cz6
57 5 GHa-05Cz10 | 118 11 GHa-011Cz9 | 179 20 GHa-020Cz7
58 5 GHa-05Cz11 | 119 11 GHa011Cz10 | 180 20 GHa-020Cz8
59 6 GHa-06Cz1 120 12 GHa-012Cz1 | 181 20 GHa-020Cz9
60 6 GHa-06Cz2 121 12 GHa-012Cz2 | 182 20 GHa-020Cz10
61 6 GHa-06Cz3 122 12 GHa-012Cz3

3.3.1.1. Tek spor izolasyonlari

Oncelikle laboratuvara getirilen her bir basidiokarptan direk olarak homokaryon
izolatlar elde edilmeye galisilmistir. Basidiokarptan direk olarak homokaryon elde
edilemedigi veya kizilgam bireylerinde basidiokarpin bulunmadigi durumlarda, elde
edilen izolatlardan homokaryotik kiiltiirler elde etmek amaciyla tek spor izolasyonlari

gerceklestirilmistir.

Standart cam deney tiipleri (160 x10 mm) igerisine 5 ml distile su ilave edilerek, 121
°C’ de 15 dk. siire ile sterilize edilmistir. Tek spor izolasyonunda kullanilacak stok
soliisyon eldesi i¢in, heterokaryotik izolatlardan kesilen agarli parcalar bu deney
tiplerine aktarilmis ve ardindan vorteksle karigtirilmistir. Vortekslenen bu stok

soliisyon 1/10% oraninda seyreltilerek, MEA (%2) iceren petri kaplarma 1 ml

50



kalinhiginda yayilarak 25 °C’ de 24 saat boyunca inkube edilmistir. Inkubasyon siiresi
sona erdiginde ¢imlenen sporlar 151tk mikroskobu altinda isaretlenerek cam pipet
yardimiyla toplanip, MEA (%?2) igeren petri kaplarma aktarilmistir. Tim izolatlar,
25°C’ de 4 giin boyunca inkube edildikten sonra kanca olusumu gézlenmeyen izolatlar
egik agarl tiiplere aktarilmistir. Bu islem her bir izolattan en az 5-8 adet tek spor
olacak sekilde tekrarlanmistir. Elde edilen izolatlar sonraki asamalarda kullanilmak
tizere 4 °C’de muhafaza edilmistir (Korhonen, 1978; Stenlid ve Karlsson, 1991;
Korhonen vd., 1998b).

3.3.2. Morfolojik teshis calismalari

Hastalik ocaklarindan toplanan karakteristik iireme organlari, fungal izolatlar, konidi
ve sporlar stereomikroskop ve 1sik mikroskobu altinda incelenerek fungusun cins
diizeyinde teshis islemleri gerceklestirilmistir. Elde edilen izolatlarin IS gruplarn

yapilan eslestirme testleri ile belirlenmistir.

3.3.2.1. Heterobasidion izolatlarinin IS gruplarimin belirlenmesi

[zolatlarm IS gruplarmin belirlenmesinde kullanilan test izolatlar1 Kari Korhonen’in
(LUKE-Finlandiya Dogal Kaynaklar Enstitiisii) kiiltiir koleksiyonundan temin

edilmistir.

Eslestirme testlerinin yapilisi sirasinda izlenen adimlar:

e Intersteril grubu bilinmeyen homokaryotik H. annosum izolatlarinin tespiti i¢in
oncelikle her IS grubunu temsilen ikiser tane uygun test izolati se¢ilmistir.
Secilen bu izolatlar gii¢lii, normal gelisme gosteren, karakteristik miselyumlara
sahip ve dejenerasyon egiliminde olmayan izolatlardir.

e MEA (%2) besi ortaminda gelistirilen bilinmeyen izolatlarin ve test
izolatlarinin yeni gelisme uglarindan steril 5 mm’lik mantar delici yardimu ile
alinan diskler, MEA (%2) igeren petri kaplarma 2 cm aralikli olacak sekilde
asilanmistir.

e Kontrol i¢in birer petri kabina test izolati ve bilinmeyen izolat tek basina

asilanmustir.
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e Petriler diizenli araliklar ile incelenerek 20-24 C°’de 3-6 haftaya kadar
inkubasyona birakilmistir.

e inkubasyonun sonunda, bilinmeyen izolatlar ile test izolatlar1 arasinda
meydana gelen zon, miselyum morfolojisindeki degisiklikler ve kanca
olusumlari incelenerek IS gruplar belirlenmistir

e Zon olusumu ve miselyum morfolojisi 1-2 hafta sonrasinda tekrar kontrol
edilmistir (Korhonen, 1978; Stenlid ve Karlsson, 1991; Korhonen vd., 1998b;
Woodward vd., 1998).

3.3.3. Molekiiler teshis ¢alismalar:

3.3.3.1. DNA ekstraksiyonu

Elde edilen izolatlar DNA ektraksiyonuna hazirlamak amaciyla iizerinde selofan
membran bulunan MEA (%2) besi ortaminda 24 °C’ de ortalama 10 giin boyunca
inkube edilmistir. Bu siirenin sonunda besi ortaminda gelisen miseller, selofan
membran iizerinden dikkatli bir sekilde kazinarak, eppendorf tiipler igerisinde
aktarilmis ve DNA izolasyonu yapilincaya kadar -20 °C’ de muhafaza edilmistir.
Dondurularak kurutulan miseller, steril porselen havan igerisinde, sivi azot ile iyice
ezilerek toz haline getirildikten sonra steril eppendorf tiipler igerisine alinmistir. Total
genomik DNA, DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) kullanilarak, kit
icerisinde bulunan protokole gére ekstrakte (Sekil 3.8) edilmistir. Izole edilen
DNA’lar kalitelerinin belirlenmesi amaciyla %1°lik agaroz jelde elektroforezde 100
V’da 1 saat boyunca yliriitiilmiistiir. Yeterli miktar ve kaliteye sahip DNA’lar PCR

amplifikasyonlarinda kullanilmak iizere -20 °C ‘de saklanmustir.
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Sekil 3.8. Total genomik DNA ekstraksiyonu: a) dondurularak kurutulan miseller b)

sivi azot ile ezilerek toz haline getirilen miseller ¢) Total genomik DNA
ekstraksiyonu

Total genomik DNA ekstraksiyonu sirasinda izlenen adimlar (DNeasy® Plant

Mini Kit Protokol):

Siv1 azot ile ezilerek toz haline getirilmis misellerin iizerine 400 pl API
cozeltisi ve 4 ul RNase eklenmis, vortex yardimiyla iyice karistirildiktan sonra
65 °C’de sicak su banyosunda 10 dk bekletilmistir.

130 ul P3 ¢ozeltisinden eklenerek vortex yardimiyla karistirilmis ve 5 dk buzda
bekletilmistir.

5 dk 14000 rpm’de santrifiij edilmis, dibe ¢oken tortulara degmeden iistte kalan
stv1 pipet yardimiyla kit iceregindeki lila tiiplere aktarilmistir.

Lila tiipler 2 dk 14000 rpm’de santrifiij edildikten sonra, dibe ¢oken sivi kisim
pipet yardimiyla standart ependorf tiiplere aktarilmistir. Bu iglem sirasinda
aktarilan stvinin miktar1 6l¢iilmiistiir.

Olgiilen stvinm 1.5 katt AW1 ¢ozeltisi eklenerek pipet yardimiyla gekip
birakarak ependorf tiipler icerisinde karisim saglanmistir.

Elde edilen karisimdan 650 pl alinarak kit i¢inde bulunan beyaz tiiplere
aktarilmis ve 6400 rpm’de 1 dk santrifiij edilmis, altta kalan sivi dokiilmiistir.
Standart ependorf tiiplerde kalan karisgim igin aynmi islem bir kez daha
uygulanmustir.

Beyaz tiiplerdeki siizme gorevini iistlenen kisim dikkatlice ¢ikarilarak kit
icerigi koleksiyon tiiplere aktarilmis ve iizerine 500 ul AW2 ¢ozeltisi eklenerek
1 dk 6.6 rpm’de santrifiij edilerek altta biriken s1vi dokiilmiistiir.
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e Tekrar 500 ul AW2 ¢ozeltisi eklenerek bu kez 14000 rpm’de 2 dk santrifiij
edilmistir.

e Beyaz tiiplerdeki siizme gorevini tistlenen kisim bu kez, standart ependorf
tiiplere aktarilmis ve 100 pl AE ¢ozeltisi eklenerek 5 dk oda sicakliginda
beklendikten sonra 6.6 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

e Beyaz tiiplerdeki siizme gorevini iistlenen kisim atilarak standart ependorf

tiiplerde toplanan sivi -20 °C’de muhatazaya alinmistir.

3.3.3.2. Tiire ozgii primerler ile PCR amplifikasyonu

Izole edilen genomik DNA numunelerinin konsantrasyon ve safligi NanoDrop
spektrofotometre cihazi kullanilarak ol¢lilmiistiir. Uygun konsantrasyonu saglanan
DNA numuneleri, H. annosum’a 6zgii MJ-F ve MJ-R primer ¢ifti ile tanilanmigtir
(Hantula ve Vainio, 2003). MJ primer ¢iftinin PCR amplifikasyonunda H. annosum
icin yaklasik olarak 100 bp’lik fragment verdigi bilinmektedir. Hantula ve Vainio
(2003), yaptiklar1 ¢alismada bu primer ¢iftinin tiire 6zgii oldugunu tespit etmislerdir.
5’ ucuyla baslayan bu primer dizileri GGTCCTGTCTGGCTTTGC (MJ-F) ve
CTGAAGCACACCTTGCCA (MJ-R)’dur.

PCR amplifikasyonlar1 i¢in MiniOpticon Real-Time PCR sistemi (BioRad
Laboratories, Inc., USA) (Sekil 3.9), ‘hot start’” PCR protokolii kullanilmustir.
Baslangi¢ denatiirasyonunda 95 °C’ de 10 dk; 40 dongii (denatiirasyon, 95 °C 30 s;
annealing, 67 °C 35 s; extension, 72 °C 1 dk); final extension 72 °C 7 dk asamalarindan
olusmaktadir. PCR bilesenleri 0,2 mM deoksiniikleotit, 0,5 mM primer, 0,5 ml Taq
DNA polimeraz, 1,5 mM MgCly, 2,5 ml 10x PCR buffer, 3 ml DNA olmak iizere, PCR

reaksiyon hacmi 25 ml’dir.
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Sekil 3.9. MiniOpticon Real-Time PCR sistemi (BioRad)

Elde edilen PCR diriinleri %?2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenmis ve

cogaltilmas1 hedeflenen bolgede olusan bantlar belirlenmistir.

3.3.4. H. annosum’un populasyon yapisinin belirlenmesi

3.3.4.1. H. annosum izolatlarinin somatik eslestirme testleri ile genetik

farkhiliklarinin tespiti

Heterokaryotik H. annosum s.s. kiiltiirleri, her izolat birbiri ile bir kez karsilastirilacak
sekilde, tim olast kombinasyonlarda MEA (%2) iceren petri kaplarinda somatik
eslestirme testlerine tabi tutulmustur. Izolatlarin gelisme uglarindan 5 mm’lik steril
mantar delici yardimi ile alinan diskler, MEA (%2) besi ortami iceren petrilere
aralarinda 2 cm olacak sekilde karsilikli asilanmistir. Yaklasik 6 hafta 21 °C’de
inkubasyona birakilan bu petri kaplar1 diizenli araliklarla incelenmis ve inkubasyon
sonunda, izolatlar arasinda meydana gelen ayrim zonlar (Sekil 3.9) incelenerek veriler
elde edilmistir (Korhonen vd., 1998b; Dai vd., 2003).

3.3.4.2. Somatik eslestirme testlerinin degerlendirilmesi
H. annosum s.s. kiiltiirleri ile gerceklestirilen eslestirme testleri, ayrim zonunun varligi

(1) ve yoklugu (0) seklinde belirlenerek, benzerlik matrisi olusturulmustur.

Olusturulan benzerlik matrisi, GenAlEx 6.5 (Peakall ve Smouse 2006, 2012) AMOVA
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testi kullanilarak analiz edilmistir. izolatlarn elde edildigi agaclar ArcCIS

programinda haritalanmis ve genetler haritalar iizerinde gosterilmistir.

Fungal populasyonlar arasindaki genetik ¢esitliligi molekiiler yontemler ile belirlemek
amaciyla, elde edilen somatik eslestirme verileri ve izolatlarin elde edildigi agaglarin
konumlarini gosteren hastalik ocagi haritalar1 baz alinarak 182 izolat arasindan 70 adet

izolat (Cizelge 3.4) sec¢ilmistir.

Cizelge 3.4. Molekiiler analizlerde kullanilmak {izere secilen H. annosum s.s. izolatlar1

Populasyon | Ornek alan izolat no Populasyon | Ornek alan izolat no
kodu no kodu no
H1 1 GHa-01Cz4 H36 10 GHa-010Cz4
H2 1 GHa-01Cz5 H37 10 GHa-010Cz7
H3 1 GHa-01Cz9 H38 11 GHa-011Cz1
H4 1 GHa-01Cz12 H39 11 GHa-011Cz5
H5 1 GHa-01Cz14 H40 11 GHaO11Cz10
H6 2 GHa-02Cz3 H41 12 GHa-012Cz1
H7 2 GHa-02Cz5 H42 12 GHa-012Cz7
H8 2 GHa-02Cz8 H43 13 GHa-013Cz2
H9 3 GHa-03Cz2 H44 13 GHa-013Cz3
H10 3 GHa-03Cz4 H45 13 GHa-013Cz5
H11 3 GHa-03Cz7 H46 14 GHa-014Cz2
H12 3 GHa-03Cz8 H47 14 GHa-014Cz5
H13 4 GHa-04Cz2 H48 15 GHa-015Cz2
H14 4 GHa-04Cz8 H49 15 GHa-015Cz3
H15 4 GHa-04Cz11 H50 15 GHa-015Cz4
H16 5 GHa-05Cz1 H51 15 GHa-015Cz5
H17 5 GHa-05Cz6 H52 16 GHa-016Cz2
H18 5 GHa-05Cz8 H53 16 GHa-016Cz4
H19 5 GHa-05Cz10 H54 16 GHa-016Cz6
H20 6 GHa-06Cz3 H55 17 GHa-017Cz1
H21 6 GHa-06Cz5 H56 17 GHa-017Cz3
H22 6 GHa-06Cz8 H57 17 GHa-017Cz6
H23 6 GHa-06Cz10 H58 17 GHa-017Cz7
H24 7 GHa-07Cz2 H59 18 GHa-018Cz1
H25 7 GHa-07Cz4 H60 18 GHa-018Cz2
H26 7 GHa-07Cz5 H61 18 GHa-018Cz4
H27 7 GHa-07Cz8 H62 18 GHa-018Cz5
H28 8 GHa-08Cz2 H63 19 GHa-019Cz1
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H29 8 GHa-08Cz6 H64 19 GHa-019Cz2
H30 8 GHa-08Cz7 H65 19 GHa-019Cz5
H31 8 GHa-08Cz10 H66 19 GHa-019Cz7
H32 9 GHa-09Cz5 H67 20 GHa-020Cz1
H33 9 GHa-09Cz9 H68 20 GHa-020Cz2
H34 9 GHa-09Cz11 H69 20 GHa-020Cz3
H35 9 GHa-09Cz12 H70 20 GHa-020Cz10

3.3.4.3. PCR esash metotlar

Fungal populasyonda genetik varyasyonu molekiiler teknikler ile belirlemek amaciyla,
RAMS ve M13 primerleri kullanilmistir. PCR esaslt molekiiler tekniklerin siire¢ akis
semast Sekil 3.10°da gorildiigii gibidir.

[ Genomik DNA ekstraksiyonu

[DNA miktar1 ve kalitesinin standartizisayonu

[PCR amplifikasyonu, protokol optimizasyonu I_'l

Vv
[Optimize edilen protokol ile PCR amplifikasyonunun tekrari

Bantlarin skorlanmasi ve degerlendirme

Sekil 3.10. PCR esasli molekiiler tekniklerin siire¢ akis semasi
3.3.4.3.1. H. annosum izolatlarmin RAMS markorleri ile karakterizasyonu
Rastgele Cogaltilmis Mikrosatelit Markdrleri (RAMS/ISSR) birgok basidiomiset
tiiriiniin genetik farkliliginin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Reddy

vd., 2001). Reaksiyonlar, Hantula vd., (1996) yontemine gore gergeklestirilmistir.

PCR amplifikasyonlarinin sematik gosterimi Sekil 3.11°de verilmistir.
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Sekil 3.11. RAMS/ISSR primerleri kullanilarak yapilan PCR amplifikasyonlarinin
sematik gosterimi (Ng ve Tan; 2015’e atfen)

PCR amplifikasyonlari i¢in tekrarli dizilere sahip (CCA)s , (TCG)s, (GAG)s ve (CT)7
olmak iizere 4 adet RAMS primeri kullanilmistir. CCA primeri i¢in Thermal Cycler’in
bir dongiisii, 95°C” de 10 dk, 95°C’ de 30 sn, 64°C’ de 45 sn ve 72°C’ de 2 dk olmak
tizere toplam 37 dongiiden olusmaktadir. Asagida bulunan Cizelge 3.5.”de primerlere

ait PCR reaksiyonlar1 bulunmaktadir.

Cizelge 3.5. RAMS primerlerine ait PCR reaksiyonlar1

Primer ve reaksiyonlar

Dongiiler

(CCA)s (TCG)s (GAG)s (CT),
Hot Start, 5 . . o e
Denatiirasyon 95°C‘de10dk 95°C‘de10dk 95°C‘de10dk 95°C ‘de 10 dk
Denatiirasyon 95 °C “de 30sn 95 °C “de 30sn 95 °C “de 30sn 95 °C “de 30sn
Annealing 64 °C’ de 45sn 61 °C’ de 45sn 61 °C’ de 45sn 50 °C’ de 45sn
Extension 72°C 2 dk 72°C 2 dk 72°C 2 dk 72°C 2 dk
Dongii sayist 37 kez 2 37 kez 2 37 kez 2 37 kez 2
Son uzama asamas1 72 °C 7 dk 72 °C 7 dk 72 °C 7 dk 72 °C 7 dk

PCR sonucu elde edilen iiriinler, jel elektroforezinde analiz edilinceye kadar 4°C’de

muhafaza edilmistir.
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3.3.4.3.2. H. annosum izolatlarmmin M13 markorii ile karakterizasyonu

Minisatelit dizilerden (Sekil 3.12) biri olan ve bakteriofajlardan elde edilen M13
primeri (Vassart vd., 1987) ilk olarak insan genomundaki gesitliligi tespit etmek
amaciyla kullanilmigtir. Bu dizinin varhigi funguslar da dahil bir¢ok farkli
organizmada ¢esitli ¢alismalar ile rapor edilmistir (Ruskov vd., 1988; Rogstad vd.,
1988; Meyer vd., 1991; Karlsson, 1994; Stenlid vd., 1994).

VNTR

Bolgesi -

Sekil 3.12. Minisatelit (VNTR) bolgesinin sematik gosterimi (Anonim, 2019a)

Calisgmamizda izole edilen genomik DNA’lar MI13 primeri DNA-
GAGGGTGGCGGTTCT (Wieland Meyer, pers. comm.) kullanilarak PCR ile
cogaltilmigtir. Toplam 50 pl reaksiyon hacminde; Tris-HCI 10 mM, pH 8; dNTPs 0,2
mM; MgSO4 2 mM; Taq polymerase 1,25 U; primer (M13) 2 uM; yaklasik 10 ng
hedef DNA yer almigtir. PCR amplifikasyonu thermocycler (BioRad) cihazinda,
baslangi¢ denatiirasyonundan (95°C’de 10 dk.) sonra 95 °C’ de 2 dakika olacak sekilde
37 dongiiden ve son sentez dongiisiinden (72°C’de 10 dk.) olusmaktadir.

3.3.4.3.3. Jel Elektroforezi

Cogaltilmis DNA fragmentleri, %1 lik SYNERGEL™ (Diversified Biotech) 1XTAE

tamponu icinde yiiriitilerek goriintiilenmistir. Elektroforezde kullanilan synergel
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hazirlamak i¢in erlenmayer icine 2 gr %1°’lik synerjel koyulmus ve jelin ¢6ziilmesi i¢in
lizerine %96’lik ethanol puskiirtiilmiistiir. Daha sonra karigimin {izerine 100 ml 1x
TAE buffer ve 1,5 gragaroz jel koyularak iyice karistirtlmistir. Hazirlanan jel karigima,
4°C’de yarim saat bekletildikten sonra mikrodalga firin igerisinde 100 °C sicaklikta
yaklasik 5dk kaynatilip sogumaya birakilmistir. Soguduktan sonra 2 pl ethidyum
bromit eklenmistir. Jel kalibi, jel yapma {initesi igerisine yerlestirildikten sonra, uygun
boyuttaki taraklar yerlestirilmis ve buraya dokiilen synerjelin donmasi i¢in 45 dk
beklenmistir. Ardindan jel ylizeyini kaplayacak miktarda 1x TAE buffer eklenmistir.
Jel donduktan sonra taraklar jelden ¢ikartilarak, jel iizerinde acilan kuyucuklara,
markor boyasi ile karistirilan tirlinler pipetlenmis ve tUriinler oda sicakliginda ilk 30
dakika 60 voltta, daha sonra 90 voltta olmak {izere ortalama 3 saat siire boyunca 100
bp’lik DNA ladder (Invitrogen™) ile birlikte kosturulmustur. Birinci ve {igiincii saatin

sonunda jel, ultraviyole 151k altinda goriintiilenerek, bantlarin fotograflar1 ¢cekilmistir.

3.3.4.4. PCR reaksiyonlarinin skorlanmasi ve degerlendirmesi

3.3.4.4.1. Skorlama

Elektroforez islemi gergeklestirildikten sonra UV 15181 altinda goriintiilenerek
fotograflanan bantlarda bireyler arasindaki genetik iliski, markorlerinin varligi (1) ve
yoklugu (0) seklinde belirlenmis (Sekil 3.13) ve benzerlik matriksi olusturulmustur.
Jel goriintiilemeleri sonucunda fotograflarda sadece net olarak ayirt edilebilen bantlar

degerlendirilmeye alinmistir.

o Sﬂ:\ple Salzple Sll;lple
Samples 1 2 3
L1 1 1 1
< L2 1 0 0
e <
< = 2 ‘ ‘ ‘
< L4 1 1 1
GEEED o L5 0 1 1
=2 L6 1 1 1
L7 1 1 0
L8 1 1

Sekil 3.13. Jel elektroferezi sonucu goriintiilenen bantlarin skorlanmasi1 (Ng ve Tan;
2015’e atfen)
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3.3.4.4.2. Istatiksel Degerlendirme

Olusturulan matriks oncelikle GenAlex 6.5 Versiyonu programinda (Peakall ve
Smouse, 2006; 2012) AMOVA analizine tabi tutulmustur.

Gruplandirma iliskilendirme analizleri

Degerlendirme asamasinda markor veri matrisinden faydalanilarak gruplandirma-
iliskilendirme analizleri yapilmistir. Bu asamada kiimeleme (Cluster) analizi
(Pritchard ve Anderson, 1971) ve Iki Yonlii Gosterge (TWINSPAN) Analizi (Gauch
ve Whittaker, 1981) yontemlerinden faydalanilmistir. Bu iki analiz sonucunda elde
edilen dendrogramlar {lizerinde grup ayrimlar1 yapilmis ve en uygun grup sayisinin
belirlenmesinde Coklu Permutasyon Testi (MRPP/ Multi-Response Permutation
Procedure) uygulanmistir (Clarke, 1993). En uygun grup sayisinin belirlenmesinin
ardindan egilimsiz uyum analizi (DCA) (Hill, 1979) yontemi ile, gruplarla yiiksek
korelasyon gosteren ¢evresel degiskenler (egim, yikselti, her bir agaca ait enlem
boylam degerleri) ve 0-1 markdr veri matrisi kullanilarak agaglarin mesafe degerleri
ile oordinasyon eksenleri iizerindeki konumlar1 belirlenmistir. Daha sonra secgilen
ayrim gruplart elde edilen oordinasyon grafigi lizerine aplike edilerek, gruplarin

konumlar1 eksenler iizerinde gosterilmistir.

Tim bu analizler i¢gin SPSS 17.0, PCORD-6, ve PAST paket programlarindan
faydalanilmistir.

Filogenetik agac¢ olusturulmasi

Populasyonlarin veya tiirlerin evrimsel akrabaligini gdsteren soy agaglarina
filogenetik agac adi verilmektedir. Bir grubun evrimsel tarihinin grafik seklinde
aktarimi i¢in filogenetik agaglar kullanilmaktadir. Filogenetik agaglar, benzer
niikleotit dizilimine sahip bireylerin farkli niikleotit dizilimine sahip bireylere gore,
daha yakin zaman ait ortak bir ataya sahip olduklar1 prensibine dayanmaktadir.
Filogenetik agagtaki yatay cizgiler niikleotit farkliliklarinin ylizdesini gosterirken
dikey cizgiler agacin gorsel hale getirilmesi i¢in kullanilmaktadir (Freeman ve Herron,
2007).
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Filogenetik agac¢ olusturmak i¢in mesafe temelli ve karakter temelli yontemler olmak
tizere iki ¢esit yontem kullanilmaktadir. Kullanilan mesafe temelli yontemlerde, temel
alinan dizinin tiirler arasindaki hizalanmasiyla goriilen benzersizliklerden
yararlanilmaktadir. Dizi hizalanmasi sonucu hesaplanan evrimsel mesafeler her bir
takson ¢ifti arasindaki mesafelerin bir matrisinin olusturulmasinda kullanilmaktadir.
Matristeki bu ciftli mesafe skorlarina dayanarak tiim taksonlar i¢in filogenetik bir agac

olusturulabilmektedir (Hedrick, 2005).

Bu ¢alismada filogenetik aga¢ olusturmak i¢in mesafe temelli yontemlerden biri olan
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) analizleri
uygulanmistir. Bu yontem prensipte, genetik mesafelerle birbirinden ayrilan islevsel
taksonomik birimlerin mesafe matriksini kullanarak kiimelemesi temeline dayanan bir
metottur (Allendorf ve Luikart, 2007). Ydntemde tiim populasyonlar arasinda zamana
gore evrimsel degisim orani sabit kabul edilmekte ve tiirler, irklar ya da diger biyolojik
gruplardan elde edilen allel frekanslari, niikleotit degisimleri gibi molekiiler veriler
kullanilarak 2’serli gruplar arasindaki genetik mesafeler matrix tablosu seklinde

hazirlanmaktadir (Hedrick, 2005).

3.4. Cevresel degiskenler ile hastalik iliskisinin belirlenmesi

Cevresel degiskenler ile hastalik etmeni arasindaki iliskinin belirlenebilmesi igin
hastalikl1 agaclara ait veriler ile hastali§in yayilisini etkileyebilecek cevresel faktorler
iligkilendirilerek ~ calisma  alam1  i¢in  potansiyel dagilim  modellemesi

gerceklestirilmistir. Modelleme islemi icin MAXENT 3.3.3k yazilimi kullanilmustir.

MAXENT yontemi genel olarak tiiriin calisma sahasi igerisindeki var oldugu
noktalardan toplanan verilerle, sahada benzer 6zellik gosteren diger noktalar1 birlikte
degerlendirerek bir uygunluk modeli ortaya koymaktadir (Baldwin, 2009). Sadece var
verisine dayali diger modelleme yontemleriyle kiyaslandiginda bu yontemin daha az
veriyle daha gergek¢i dagilim ve uygunluk modelleri olugturmaya imkan verdigi

bilinmektedir (Hernandez vd., 2006).
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Modelleme islemi gerceklestirilirken bagimli degisken olarak hastalikli agaglara ait
var verileri kullanilirken, ¢evresel degiskenler noktasinda tiirlerin yayilisinda etkili
olabilecegi diisiiniilen ¢evresel faktorler kullanilmistir. Bu faktorlerin siirekli ya da
kategorik veri oldugu belirtildikten sonra, degerlendirmeler i¢in sonug¢ egrileri ve

jacknife istatistikleri segenekleri isaretlemistir.

Modelleme asamasinda kullanilacak degiskenleri se¢mek i¢in R-Studio programi
yardimiyla degiskenlerin birbirleri ile olan korelasyonlar1 incelenmistir. Birbirleri ile
yliksek korelasyona sahip degiskenlerin birlikte modellenmeye dahil edilmesi ¢oklu
baglant1 problemine neden olabileceginden 0.75 lizerinde Pearson degerine sahip

degiskenler arasinda bir eleme islemi gerceklestirilmistir.

Calismada hastalik ile iligkili olarak ortaya ¢ikan modellerin basarisi, ROC (Recieve
Operating Characteristics) analizi ve Jacknife istatistigi yardimiyla sorgulanmistir
(Aratjo vd., 2005; Phillips vd., 2006; Mert vd., 2013). MAXENT yo6ntemi kullanilarak
elde edilen modeli insaa eden degiskenler kullanilarak hastalikli agaglara ait potansiyel

dagilim haritas1 olusturulmustur (Hernandez vd., 2006; Ozkan ve Mert; 2010).
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4. BULGULAR

4.1. Laboratuvar ¢alismalarina ait bulgular

4.1.1. Morfolojik teshis calismalari

Tez c¢alismast kapsaminda, genclestirme sahasinda 20 adet hastalik ocagi tespit
edilmistir. Tespit edilen hastalik ocaklarinda orneklemelerin yapildigi 209 kizilgam
bireyinden toplam 182 adet izolat elde edilmistir. Hastalik ocaklarindan toplanan
karakteristik tireme organlar1 (Sekil 4.1) incelendiginde genellikle hassas yapida,
diizensiz sekillerde ve oldukca degisken ebatlarda olduklar1 goriilmektedir. Ust
yiizeyleri kahverengi, piiriizsiiz ve sert bir tabakadan olusmaktadir. Krem renkteki

porlu yiizeyleri kiiclik ve yuvarlak gozeneklerden meydana gelmektedir.

Sekil 4.1. H. annosum’a ait Kkarakteristik tireme organi: a) morfolojik goriintiisi,

b) krem renkli porlu yiizeyi
Etmene ait konidi ve sporlar (Sekil 4.2) stereomikroskop ve 151k mikroskobu altinda

incelenerek  oOncelikle fungusun tir dilizeyinde morfolojik tan1 islemleri

gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.2. H. annosum’a ait a) agagta meydana gelen konidiler b) konidioforun
mikroskobik goriintiisti (Foto: Nikica Ogris, 2004)

Izolatlarm IS gruplarmin belitlenmesi amaciyla yapilan eslestirme sonuglarina
bakildiginda, Gélhisar Ibecik kizilgam ormanlarindan elde edilen Heterobasidion spp.
izolatlarinin, H. annosum s.s. test izolatlar1 ile % 96,9 oraninda uyumluluk gosterdigi
(Cizelge 4.1) tespit edilmistir. H. annosum s.s.’a ait homokaryon test izolatlar1 ve
bilinmeyen izolatlar arasinda eslestirme testleri sonucunda belirgin bir zon olusumuna
rastlanmamustir (Sekil 4.3). Iki ii¢ hafta sonunda, eslesme gosteren her iki partnerde
kanca olusumlar1 gézlemlenmis ve homokaryotik misellerin tek tip bir heterokaryotik
koloniye doniistiigii tespit edilmistir. Baslangigta beyaz renkte olan koloniler

sonrasinda koyulasarak morfolojik olarak degisiklik gostermistir.

Sekil 4.3. Eslestirme testi sonucu a) H. annosum s.s.’a ait homokaryon test izolat1 ve
bilinmeyen izolatin petri kabindaki goriintiisii b) morfolojik olarak

degisiklik gosteren kolonilerin petri kabindaki goriintiisii
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Cizelge 4.1. Heterobasidion izolatlarinin IS gruplarinin belirlenmesi amaciyla yapilan

eslestirme testi sonuglari

H. annosums.s. | H. abietinum H. parviporum
No izolat no Tester 1-2 Tester 3-4 Tester 5-6
1 GHa-01Cz1 ++ - -
2 GHa-01Cz2 ++ - -
3 GHa-01Cz12 ++ - -
4 GHa-01Cz13 ++ - -
5 GHa-01Cz14 ++ - -
6 GHa-03Cz8 ++ - -
7 GHa-04Cz2 ++ - -
8 GHa-04Cz11 ++ -- -
9 GHa-05Cz8 ++ - -
10 GHa-05Cz9 ++ +* +*
11 GHa-06Cz10 ++ = --
12 GHa-O7Cz1 ++ -- --
13 GHa-O7Cz7 *+ - --
14 GHa-07Cz8 ++ o *-
15 GHa-08Cz2 ++ -- =
16 GHa-08Cz6 ++ -- --
17 GHa-09Cz6 ++ -- --
18 GHa-09Cz10 ++ -- --
19 GHa-09Cz11 +* -- --
20 GHa-010Cz4 ++ *. *.
21 GHa-011Cz5 ++ -- --
22 GHa-012Cz7 ++ -- --
23 GHa-012Cz5 ++ -- --
24 GHa-013Cz2 +* -- --
25 GHa-013Cz3 ++ -- -
26 GHa-013Cz5 ++ -- -
27 GHa-014Cz2 ++ -- -
28 GHa-015Cz2 ++ -- -
29 GHa-015Cz4 ++ -- -
30 GHa-016Cz6 ++ -- -
31 GHa-017Cz5 ++ -- -
32 GHa-017Cz6 ++ -- -
33 GHa-017Cz7 ++ -- -

66




34 GHa-018Cz1 ++ - -
35 GHa-018Cz4 ++ - -
36 GHa-019Cz1 ++ - -
37 GHa-020Cz2 ++ - -
Eslestirme sayisi 74 74 74
Eslesme oram (%) 96,9 1,35 1,35

Test izolatlar: H. abietinum F03164/1 (Trentino, Italy), FO3191/1 (Trentino, Italy); H.
parviporum 98036/3/1 (Finland), 02042/1 (Xinjang, China); H. annosum s.s. 93128/6

(Denmark), 03007/4 (Finland). +, kanca olusumu vardir; - kanca olusumu yoktur.

Kizilcamdan elde edilen izolatlarin, diger IS grubuna ait test izolatlar1 ile uyumlu
olmadi@: tespit edilmistir. Izolatlar arasinda yogun miselyum olusumundan meydana
gelen belirgin zon olusumlart gézlenmistir. Misellerde gozle goriiliir morfolojik
degisiklikler tespit edilememistir. Sonug¢ olarak, ¢alismada kullanilan izolatlarin, H.

annosum s.s. IS grubuna ait oldugu yapilan eslestirme testleri ile kesinlestirilmistir.

4.1.2. Molekiiler teshis calismalari

IS gruplarmin belirlenmesi amaciyla, tiire 6zgii primerler ile gergeklestirilen PCR
amplifikasyonu sonuglaria bakildiginda, elde edilen tiim izolatlarin H. annosum s.s.
oldugu ve bu sonuglarin morfolojik teshis ¢alismalari ile uyumluluk gosterdigi tespit
edilmistir. Elde edilen PCR f{irlinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiillerek, goriintiilenmis
ve ¢ogaltilmasi hedeflenen bolgede olusan bantlar (Sekil 4.4) belirlenmistir. MJ primer
cifti PCR amplifikasyonunda H. annosum s.s. igin yaklasik olarak 100 bp’lik fragment

vermektedir.

100 bp ANy D D e Rk S wvew ot GEND

Sekil 4.4. Tiire 6zgii MJ primer ¢ifti ile gergeklestirilen PCR amplifikasyon tiriinleri
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4.1.3. H. annosum’un populasyon yapisinin belirlenmesi

4.1.3.1. H. annosum izolatlarinin somatik eslestirme testleri ile genetik

farkhihklarin tespiti

Calismada H. annosum izolatlarinin genetik farkliliklarinin morfolojik olarak tespiti
amacityla somatik eslestirme testleri uygulanmustir. Inkubasyon siiresinin sonunda,
somatik eslestirme testlerine tabi tutulan H. annosum s.s. kiiltiirleri arasinda meydana
gelen ayrim zonlar1 (Sekil 4.5) incelenerek morfolojik olarak genetik farklilik verileri

elde edilmistir.

IJ‘

Sekil 4.5. Somatik eslestirme sonucu iki farkli genete sahip heterokaryotik kiiltiir
arasinda meydana gelen zon olusumu

Ayrim zonunun varligi (1) ve yoklugu (0) baz alinarak olusturulan benzerlik matriksi
Arlequin programi, AMOVA testi kullanilarak analiz edilmistir. Izolatlarin elde
edildigi agaglar ArcCIS programinda haritalanmis ve genetler bu haritalar {izerinde
gosterilmistir (EK-1). Eslestirme sonuglarina gore, 20 hastalik ocagindan izole edilen
182 H. annosum s.s. izolatinin 1 ile 3 arasinda, toplamda 34 adet farkli genete ait
oldugu (Cizelge 4.2) tespit edilmistir. Sonuglarda 4-7-9-14-16-19-20 no’lu hastalik
ocaklarinda tek bir genetin yayilis gosterdigi goriilmektedir. En biiyiik genet, 126,5 m?
alanda yayilan ve 12 agacin tiimiinii enfekte eden tek bir genettir. En fazla genet sayis1
3 no’lu hastalik ocaginda bulunmaktadir. Bu ocakta goriilen en kiiciik genet 1 m? ile

tek bir agaci temsil etmektedir.
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Cizelge 4.2. Eslestirme testi sonucunda gére H. annosum izolatlarina ait genet sayilari

Hastallk  Orneklenen Elde Genet
ocagl agac sayisi edilen
kodu izolat Sayis1  Biyiikligii
sayisl (m?)
01 15 15 2 5/64
02 8 8 2 2112
03 13 13 3 1/7,5/58
04 11 11 1 112
05 11 11 2 6,5/22,5
06 10 10 2 24/39,5
o7 11 11 1 90,5
08 10 10 2 2/13
09 12 12 1 126,5
010 8 8 2 61,5/1
O11 10 10 2 3/8,5
012 7 7 2 7,5/8
013 6 6 2 3,5/36,5
014 5 5 1 6,5
015 6 6 2 2,5/5
016 7 7 1 24
017 7 7 2 1/21
018 7 7 2 1/34
019 8 8 1 38
020 10 10 1 50,5
Toplam 182 182 34 429
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4.1.3.2. PCR esash metotlar

4.1.3.21. H. annosum izolatlarimmn RAMS ve MI13 markorleri ile

karakterizasyonu ve polimorfizmin degerlendirilmesi

Eslestirme testi sonuglarina gore genetik farklilik gosterdigi diisiiniilen 70 adet izolat
RAMS ve MI13 markorleri ile analiz edilmistir. Metot kisminda detayli sekilde
anlatilan pre-amplifikasyon, selektif amplifikasyon caligmalar1 tamamlanmastir.
Calismada, RAMS (Sekil 4.6) ve M13 primerleri (Sekil 4.7) kullanilarak

amplifikasyon sonuclar1 elde edilmistir.

Sekil 4.6. (CCA)s RAMS primeri ile gergeklestirilen PCR amplifikasyon tirtinleri
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Sekil 4.7. M13 primeri ile gerceklestirilen PCR amplifikasyon {iriinleri

So6z konusu primerler ile amplifikasyon sonucunda elde edilen DNA bant uzunluklar
350-1500 bp arasinda degismektedir. Primerler ile gergeklestirilen DNA
amplifikasyonu sonucunda toplamda 906 DNA bandi elde edilmis, bunlarin 24
adetinin polimorfik oldugu, dolayisiyla populasyonlar arasinda % 2,64 polimorfizm
(Cizelge 4.3) bulundugu hesaplanmistir. Allellerin genel polimorfizm orani %53,2°dir.
Elde edilen toplam allel sayisi bakimindan (CCA)s ve (TCG)s en fazla polimorfik
bandi (17 adet) iiretirken, en az sayida bant (8 adet) M13 primeri (Cizelge 4.3)

tarafindan tiretilmistir. (GAG)s primeri polimorfik bant tiretmemistir.

Cizelge 4.3. RAMS ve M13 primerlerine gore polimorfizm orani

Primerler Toplam bant Polimorfik band sayis1  Polimorfizm orani
sayisi (adet) (adet) (%)

(CCA)s 27 17 62,9

(TCG)s 27 17 62,9

(CT)s 26 15 57,6

M13 27 8 29,6

Toplam 107 57 53,2

RAMS ve M13 markorlerinin AMOVA analizi sonuglart degerlendirildiginde, toplam
molekiiler varyasyonun %49’u hastalik ocaklar1 arasinda ve % 51’1 ise populasyonlar

icindeki bireysel farkliliktan kaynaklandigini (Cizelge 4.4) gostermektedir.
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Cizelge 4.4. Farkli hastalik ocaklarindan izole edilen H. annosum izolatlar1 arasindaki

genetik farklilik
Est.
Varyasyon kaynagi df SS MS Var. %
Popul. I¢inde 19 145.614  7.664 1.716 51
Popul. Arasinda 50 83.70 1.674 1.674 49
Toplam 69 229.314 3.390 100

4.2. Verilerin diizenlenmesi ve genetik istatistik programlariin kullamilmasi

4.2.1. Gruplandirma iliskilendirme analizleri

Bantlarin varlig1 (1) ve yoklugu (0) kaydedilerek veri dosyast hazirlanmistir. PCR
basarisizlig1 veya herhangi bir deneme hatasi nedeniyle olmadig: diisiiniilen bantlar
kayip veri olarak degerlendirilmistir. Elde edilen veriler Numerical Taxonomy
Multivariate Analysis System, NTSYS-pc version 2.1, Exeter Software (Setauket,
N.Y., USA) paket programi kullanilarak analiz edilmistir. Oncelikle bireyler
arasindaki benzerlik indeksleri hesaplanmistir. Benzerlik indeksinden yararlanilarak
ve R- Studio programi kullanilarak Jaccard yontemi ile UPGMA dendrogram

olusturulmustur.

Ayrica markor varligi matriksine gore gruplandirma iliskilendirme analizi yapilmistir.
Bu analizde
» Cluster (Kiimeleme) yontemi ‘’Eucledean-wards indisine gore uygulanan
kiimeleme yontemi’’

> Twinspan (Iki yonlii gdsterge analizi) 3°1ii ve 4’lii ayrim denenmistir.

Hangi yontemin daha iyi ayrim yaptigini incelemek icin MRPP (Coklu permutasyon
testi) analizi uygulanmis, T (Gruplar arasi mesafe) ve A (Grup i¢i homojenlik)
degerlerinin yiiksek ¢iktig1 analiz olan iki yonlii gosterge analizi 4’1 ayrim (Cizelge
4.5) secilmistir. Bu analizlerin timi PC-ORD (Program iilkesi) programinda
yapilmigtir. iki yonlii gdsterge analizi 4°1ii ayrim segildikten sonra ’Egilimsiz Uyum
Analizi (DCA)’ yontemi ile 0-1 markor matrisi ve g¢evresel degiskenler (egim,

yiikselti, her bir agaca ait enlem boylam degerleri) kullanilarak agaclarin mesafe
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degerleri ile oordinasyon eksenleri tizerindeki konumlar1 belirlenmistir (PC-ORD).

Daha sonra segilen iki yonlii gosterge analizi 4’lii ayrim gruplari elde edilen

oordinasyon grafigi iizerine aplike edilerek, gruplarin konumlar1 eksenler iizerinde

gosterilmistir.

Cizelge 4.5. MRPP analizi sonucunda elde edilen T ve A degerleri

Kiimeleme analizi T A

Cluster 3'lii -17,444 0,084921
Cluster 4'li -23,6454 0,16512
Twinspan 3'li -18,4423 0,089792
Twinspan 4'li -25,8892 0,223006

Iki yonlii gosterge analizine goére H. annosum s.s. izolatlari, konumlarma ve ortak

markorlerin varhigina gore 21 gruba (Sekil 4.8) ayrilmistir. Bu gruplarda ayni genete

sahip izolatlarin aymi hastalik ocaginda yer almasmin yani sira, ayni genete ait

izolatlarin farkli hastalik ocaklarinda da tespit edildigi (Cizelge 4.6) goriilmektedir.
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Sekil 4.8. Twinspan analizine gére H. annosum s.S. izolatlarinin gruplanmasi
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Cizelge 4.6. Twinspan analizine gore H. annosum s.S. izolatlarinin grup renklenmesi

. Twinspan 4°lii
Grup | i, o1at no —EV\.I.mSpan Grup No | Izolat no ayrim
No 4’lii ayrim
renklenme
H15 Yesil
H56 Yesil
H17 Yesil
H18 Yesil
1 H31 Kirmizi 12 H55 Yesil
H51 Mavi
H52 Yesil
H66 Yesil
H64 .
2 H33 Kirmizi 13 H65 Yesil
3 H38 Kirmizi 14 H25 Mavi
H29
H30 .
4 H35 Kirmiz1 15 H14 Yesil
H36
H4 Yesil .
5 H26 Kirmizt 16 H20 Mavi
H32 Kirmizi H16 Yesl!
r H61 Mavi
H2 Yesil .
H3 Yesil H67 Mavi
6 es! 17 H68 Mavi
H57 Yesil .
H21 Mavi
H39 Kirmizi .
H54 Yesil 122 Mavi
$ H23 Mavi
H11
H44
H27
H1 . H60 .
7 H48 Yesil 18 H63 Mavi
H24
H19
H12
H4
. H45
8 H28 Mavi 19 H46 Mor
Ha47
HS H67
H6 H68
9 H34 20 Mor
H69
H37 Kirmizi H70
H41 z
H49 .
10 H50 Yesil 21 H43 Mor
H13 .
11 H53 Yesil

PCoA (Cok Boyutlu Olgeklendirme) analizine gére, tiim hastalik ocaklarindan elde
edilen H. annosum s.s. izolatlarmin 30 farkli genete ait oldugu belirlenmistir (Sekil
4.9). Izolatlarin genetlere gore dagilimlari analiz edildiginde (Cizelge 4.7), her bir

genet en az 1 en fazla 5 farkli hastalik ocagi icinde bulunmaktadir. Yine Cizelge 4.7°ye
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bakildiginda Genet 8 ve Genet 10°’nun sadece tek bir hastalik ocaginda bulundugu

goriilmektedir.
Principal Coordinates (PCoA)
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Sekil 4.9. H. annosum s.s izolatlarinin PCoA analizine gore gruplanmasi

Cizelge 4.7. H. annosum izolatlarina ait genet sayilar1 ve izolatlara goére dagilimi

Genet Populasyon kodu Genet basina
kodu diisen izolat sayisi
Genet 1 Pop 13 1

Popl3 1
Genet 2

Popl4 2
Genet 3 Popl3 1
Genet 4 Popl3 1
Genet 5 Pop8 1

Pop5 1
Genet 6

Pop7 1
Genet 7 Pop12 1
Genet 8 Pop20 4

Pop5 1
Genet 9

Pop7 1
Genet 10 Pop4 3

Pop9 1
Genet 11

Popl10 1
Genet 12 Pop5 2
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Pop12

1

Genet 13 Pop9 1
Pop8 3

Genet 14 Pop7 1
Pop10 1

Genet 15 Pop9 1
Pop1l 2

Pop19 2

Genet 16 Popl 1
Popl 2

Pop9 1

Genet 17 Pop11 1
Pop16 1

Pop19 1

Genet 18 Pop17 1
Genet 19 Pop17 1
Genet 20 Popl5 1
Genet 21 i )
Pop15 1

Genet 22 Popl 1
Genet 23 Popl 1
Genet 24 Popl6 2
Genet 25 Popl7 1
Genet 26 Popl5 2
Pop6 2

Genet 27 Pop7 1
Popl8 1

Pop 17 1

Genet 28 Popl8 3
Popl19 1

Genet 29 Pop2 ?
Pop3 2

Genet 30 Pop3 '
Pop6 2

Toplam 20 70
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4.2.2. UPGMA dendogramlarmin elde edilmesi ve degerlendirilmesi

Skorlanan bantlardan genetik benzerlik ve uzaklik matrisi olusturularak kiimeleme

analizi ile genetik iliski dendrogrami (Sekil 4.10) elde edilmistir.
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Sekil 4. 10. H. annosum s.s. izolatlarinin genetik ayrimmi gosteren UPGMA

dendrogrami

Jaccard benzerlik katsayisi ile olusturulan dendrograma gére H. annosum izolatlarinin
genotiplerinin kendi aralarindaki benzerlik orani 0.45 ile 9.25 arasinda degismektedir.
Dendrograma gore H. annosum izolatlarinda genel olarak iki ana kol bulunmaktadir.
Bunlardan ilki H64-65 ve H13-14 genetlerinin bulundugu koldur. ikinci kol ise iki ana
dala ayrilmaktadir. Bu gruplardan birinde H42 nolu izolat yer alirken, diger grupta
farkli hastalik ocaklarindan elde edilen izolatlar bulunmaktadir. RAMS ve M13 analizi
sonucunda elde edilen dendrograma gore, her bir hastalik ocaginda yer alan izolatlarin
belli sinirlar iginde bir genetik varyasyonu barmdirdigi goriilmiistiir. Mesafe olarak
birbirine yakin hastalik ocaklarinda bulunan izolatlarin birbirleri ile gruplar
olusturdugu ve birkag genetin bulundugu hastalik ocagindan hi¢ ayrilmadig
gozlemlenmistir. Bununla beraber 2, 3,5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 15,16, 21, 22, 30, 32, 58,
59, 60, 64, 65, 67, 68, 69 ve 70 nolu izolatlarin benzerlik katsayilar1 0.90’nin iizerinde
bulunmus ve bu izolatlarin bir ana kolun alt dallar1 oldugu tespit edilmistir. Mevcut

genotipler agirlikli olarak 0.90 civarinda Jaccard benzerlik katsayisina sahip ¢ikarken

77



baz1 genotiplerde bu oranin 0.50’in altina diismiis olmasi, tiir i¢i varyasyondan belli

Olciilerde yararlanilabilecegini gostermesi agisindan 6nemlidir.

4.3. Cevresel degiskenler ile hastalik iliskisinin belirlenmesi

Caligmada hastalikli olarak tespit edilen agaglarin cevresel degiskenler ile
iliskilendirilmesi noktasinda oncelikle kullanilacak degiskenler belirlenmistir. 11k
olarak alana ait esyiikselti egrisi kullanilarak Arc Map 10.2 programinda sayisal
yiikseklik modeli (SYM) olusturulmustur. Bu islemin ardindan olusturulan SY M,
raster formatina doniistiiriilerek yiikselti althigi olusturulmustur. Yiikselti altlig
kullanilarak sirastyla baki, gélgelenme, arazi yiizey formu (ayf), puriizliliik, egim ve

topografik pozisyon indeksi (tpi1) degiskenleri elde edilmistir.

Elde edilen degiskenler arasinda coklu baglanti probleminin olup olmadigini

belirlemek amaciyla Pearson korelasyon analizi (Cizelge 4.8) uygulanmistir.

Cizelge 4.8. Cevresel degiskenler arasinda uygulanan Pearson korelasyon analizi

sonuglari
baki tpi egim piiriizliililk ayf golgelenme yiikselti

Baki 1
Tpi 0.197 1
Egim -0.109 -0.127 1
Piiriizliiliik -0.118 -0.155 0.967™ 1
Ayf 0.007 0.738™ -0.055 -0.043 1
Golgelenme 0.495™ 0.219 -0.520™ -0.455™ -0.029 1
Yiikselti 0.502™ 0.282" -0.426™ -0.458™ 0.101 0.457™ 1

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

Pearson korelasyon analizi sonucunda sadece piiriizliilik ve egim degiskenleri
arasinda yiiksek korelasyon (>0.75) gézlemlenmistir. Bu noktada calisma alan1 i¢in
egim degiskeninin daha agiklayici olabilecegi diistiniilerek piirtizliilik degiskeni

modellemeye dahil edilmemistir.
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Degiskenler elde edildikten sonra segilen degiskenler ArcMap 10.2 programu tizerinde
“asci” formatinda diizenlenmistir ve MAXENT programi ile modelleme asamasina
gecilmistir. Analiz esnasinda elde edilen modelleri etkileyen degiskenlerin
degerlendirilmesinde Jacknife istatistiklerinden ve marjinal cevaplandirici egri
yontemlerinden faydalanilmistir. Her modelleme asamasinda 10 katli ¢capraz gegerlilik
testi 10 tekerriirlii olarak yapilmis ve her tekerriire ait olarak yapilan ROC analizleri

neticesinde elde edilen AUC degerleri kaydedilmistir.

Analiz sonucunda elde edilen modele katki yapan degiskenler sirasiyla yiikselti, baki,
egim, arazi yiizey formu olarak tespit edilmistir. Degiskenlere ait jacknife istatistigi

sonuglar1 Sekil 4.11” de yer almaktadr.

[l Degisken harig tutularak
l Sadece tek degiskenle

" I | W iltin degiskenlerle
. I

Cevresel Degiskenler
—
T

00 0.1 02 03 04 05 06 07 08
Egitim Kazanci

Sekil 4.11. Jacknife istatistigi sonuglari

Maxent kullanilarak elde edilen modele ait egitim veri seti AUC degeri 0.86, test veri
seti AUC degeri 0.85 olarak (Sekil 4.12) elde edilmistir. ROC analizi neticesinde elde
edilen ROC egrisinin anlamliligt AUC degeri ile degerlendirilmektedir. ROC
grafiginde egrinin altindan kalan alanin 1 sayisina yakinligi basarili modeli temsil

etmektedir (Araujo vd., 2005).
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Sekil 4.12. Elde edilen modelin egitim ve test veri seti AUC degerleri

Modele katkida bulunan degiskenler ile hastalik tespit edilen agaclar arasindaki iliski
durumu i¢in marjinal cevaplandirici egrilerden faydalanilmistir (Stiel, 2014). Modele

ait marjinal cevaplandirici egriler Sekil 4.13’de verilmistir.
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Sekil 4.13. Modeli olusturan degiskenlerin marjinal cevaplandiric egrileri
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Marjinal cevaplandirici egrilere bakildiginda modeli olusturan degiskenlerden baki ile
nispeten (0°-300°) pozitif bir iliskinin oldugu goriilmektedir. Baki1 degerinin 300° ile
360° arasinda oldugu alanlarda - ki bu alanlar1 kuzeyli bakilar1 temsil etmektedir —
pozitif bir iliskinin oldugu tespit edilmistir. Kuzey bakida (360°) hastalik olasiligi en
ist seviyededir. Kuzey doguya dogru hastalik etmeni bulunma olasiligi az da olsa
bulunmakta ve buradan sonra git gide azalis gostermektedir. Diger bakilarla negatif
bir iligki s6z konusudur. Giineye dogru gittik¢e negatif iliski siddeti artmaktadir. Egim
degiskeni ile agirlikli olarak pozitif bir iliskinin oldugu gézlemlenmistir. Diiz ve diize
yakin bolgelerde hastalik etmeninin bulunma olasiligi azalmaktadir. Egimin hafif
derecede artt1ig1 (orta egimli) tepe olusumuna sahip yerlerde ise hastalik etmeni artis
gostermektedir. Topografik pozisyon indeksi degiskeni ile pozitif yonli bir iliski
goriilmiisken degerler arasindaki varyasyonun diisiik oldugu goriilmiistiir. Ancak
Topografik pozisyon indeksi degerinin 1 ile 5 arasinda oldugu alanlarda hastalik
etmeni agisindan pozitif bir iliski bulunmaktadir. Arazi gézlemlerimizle uyumlu
olarak hastalik etmeninin alt ve orta yamaglari tercih ettigi gériilmektedir. Modele en
fazla katki saglayan yiikselti degiskeni ile pozitif bir iliski tespit edilmistir. Alan
igerisinde yiikseltinin arttig1 kesimlerde, yagisa ve bolgede yer alan gble bagl olarak
nemliligin fazla oldugunun bilinmesi sebebiyle yiikselti agisindan beklenen bir sonug

olmustur.

MAXENT yontemi kullanilarak elde edilen modeli insaa eden degiskenler kullanilarak
hastalikli agaclara ait potansiyel dagilim haritasi (Sekil 4.14) olusturulmustur
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Sekil 4.14. H. annosum’a ait potansiyel dagilim haritalamasi

Hastalik etmeninin bulundugu agaglara ait olusturulan haritada, hastalikli agaclarin
dagiliminda etkili olan alanlar baki, egim, topografik pozisyon indeksi ve yiikselti
degiskenleri kullanilarak temsil edilmistir. S6z konusu degiskenlere bagli olarak
hastalikli agaglarin potansiyel dagilim noktalar1 haritada kirmizi renk ile temsil
edilirken potansiyel dagilim durumu uygunluk derecesine gore kirmizidan maviye
dogru degisiklik gostermektedir. Hastalik etmeninin yayilma potansiyelinin yiiksek

oldugu yerler kirmiz1 renk ile temsil edilmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alisma, Burdur ilinin Gélhisar-ibecik ilgesinde kizilgam genglestirme sahasinda
yayilig gosteren H. annosum s.s. etmeninin izolasyonu, morfolojik ve molekiiler
teshisi, populasyon yapisi ve bu hastalik etmeninin ¢evresel degiskenler ile iligkisi

hakkinda bulgular igermektedir.

Tez c¢alismast kapsaminda, genclestirme sahasinda 20 adet hastalik ocagi tespit
edilmistir. Tespit edilen hastalik ocaklarinda orneklemelerin yapildigi 209 kizilgam
bireyinden toplam 182 adet izolat elde edilmistir. Yapilan morfolojik ve molekiiler
teshis ¢alismalar1 sonucunda, elde edilen tiim izolatlarin H. annosum s.s. tiiriine ait

oldugu belirlenmistir.

Etmenin populasyon yapisinin belirlenmesi amaciyla yapilan somatik eslestirme
testlerinin sonuglarina goére, 20 hastalik ocagindan izole edilen H. annosum
izolatlarinin 34 farkli genete ait oldugu tespit edilmistir. RAMS ve M 13 markérleri ile
gergeklestirilmis olan PCR tabanli molekiiler analizlerin sonuglar1 bir biitlin olarak
degerlendirildiginde bu izolatlarin 30 farkli genete ait oldugu belirlenmistir. Toplam
molekiiler varyasyonun %49 unun hastalik ocaklar1 arasinda gerceklestigi, %51 inin
populasyonlar i¢indeki bireysel farkliliklardan kaynaklandigi sonucuna varilmustir.
Ayrica calismada, MAXENT yaklasimi yardimiyla hastalik ocaklar1 ile g¢evresel

faktorler kullanilarak potansiyel dagilim modellemesi gerceklestirilmistir.

Ulkemizde H. annosum s.I’ nun varhig ilk kez Pilat (1932) tarafindan Tiirkiye nin
makro funguslarinin arastirildigi sérvey calismalarinda Ilgaz daglarinda bulunan A.
nordmanniana ssp. bornmiilleriana tizerinde bildirilmistir. Lohwag (1957), etmenin
Tiirkiye’deki igne yaprakli agaglarda yaygin olarak bulundugunu tespit etmistir. H.
annosum s.l.”un bugiine kadar iilkemizdeki ¢amlar iizerindeki varlig1 ise Hatay’da P.
brutia (Kotlaba, 1976), Ankara’da P. sylvestris (Selik, 1972), Antalya ve Balikesir’de
P. nigra (Lehtijarvi vd., 2006, 2007) tiirleri tizerinde rapor edilmistir. Ancak bu
kayitlarin ¢ogu fungusun iireme organlarinin morfolojik karakteristikleri yardimiyla
gerceklestirilmis olup, H. annosum kompleksine ait IS gruplarinin belirlendigi teshis
calismalar1 gergeklestirilmemistir. P tipi olarak bilinen H. annosum s.s.’un

tilkemizdeki ilk tiir bazindaki teshisi Dogmus Lehtijdrvi ve arkadaslari tarafindan 2007
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yilinda Glimiishane ve Ordu illerinde bulunan saf goknar mescerelerindeki A.
nordmanniana ssp. nordmanniana kiitiikkleri lizerinde bulunan tireme organlarindan
elde edilen izolatlar ile yapilmistir. Bu tiire ait diger bir kayit ise Dogmus Lehtijarvi
ve arkadaslar1 tarafindan 2016 yilinda, Go6lhisar Burdur’da bulunan dikili P. brutia
agaclarimin kok bogazlarindaki iireme organlarindan elde edilen izolatlar ile
yapilmistir (Dogmus Lehtijarvi vd., 2016). Korhonen, (1978), H. annosum s.S.”un
basta P. sylvestris olmak iizere ¢ogunlukla ¢amlar (Pinus spp.) iizerinde etkili
oldugunu rapor etmistir. Bu doktora tez ¢alismasinda Golhisar-ibecik yoresi P. brutia
genglestirme sahasinda bulunan H. annosum s.s. etmeninin neden oldugu tiim hastalik
ocaklar1 genis kapsamda arastirilmis ve daha Once arastirmacilar tarafindan tespit
edilmemis alanlarda etmenin varligi morfolojik ve molekiiler teshis yontemleri

kullanilarak rapor edilmistir.

Yapilan sorvey ¢alismalarinda tespit edilen hastalik ocaklarinin belirlenmesinde 6lmiis
veya 0lmek tizere olan dikili kizilgam gengliklerinde ve kesilmis kizilgam kiitiiklerinde
bulunan beyaz ¢iiriiklik simptomlar1 (basidiokarplar, enfekteli odun dokulari, kok
bogazindan alinan enfekteli disk 6rnekleri) ve bu gencliklerde hastaligin neden oldugu
beyaz c¢iiriikliik belirtileri (regine akintisi, tag yapisi vb.) kullanmilmustir. DiKkili
agaclarda Heterobasidion tiirlerinin neden oldugu kok c¢lirtikliigli ¢ok karakteristik
olmamakla beraber ¢ogu durumda diger kok patojenlerinden ayirt edilememektedir.
Canli cam agaclarinda etmenin neden oldugu enfeksiyon, ibrelerin normalden kisa
olmasi, dokiilmesi ve agik tepe taci gibi bazi simptomlar yardimu ile tespit edilmektedir
(Kurkela, 2002). Hastalik ocaklarinda bulunan ¢am kiitiikleri incelendiginde kok
cliriikliigii  belirtilerinin  tim ¢am  kiitiikklerinde olduk¢a belirgin oldugu

gozlemlenmektedir (Laine, 1976; Greig, 1995).

Caligma alaninda hastalik ocaklarinin belirlenmesi sirasinda oncelikle kok ¢iiriikligi
belirtileri gozlemlenen agaclar belirlenmis ve sonrasinda dikili agaclarin kok
sistemlerinde ve kesilmis kiitiikler iizerinde bulunan basidiokarplarin varlig
aragtirtlmistir. Bu fungus, kesilen agaglarin alanda kalan dip kiitiiklerinde, devrik
agaclar iizerinde ve dikili agaclarin kok sisteminde olusturdugu basidiokarplart ile, 40
yila kadar canliligini siirdiirmekte (Laine, 1976; Piri, 1996), bu sayede bulundugu
bolgede enfeksiyon riskinin siireklilik arz etmesine neden olmaktadir (Kallio, 1970;

Maoykkynen vd., 1997; Dogmus-Lehtijarvi vd., 2009). Genel olarak kesik kiitiiklerin
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nemli ve kuytu yerlerini tercih eden basidiokarplar sayesinde hastalik etmeninin
bolgede bulunup bulunmadigi tespit edilmektedir. Ilik ve kuru Akdeniz iklimi
kosullar1 basidiokarplarin 6lmiis dikili aga¢larin koklerinde ve kesik kiitiikklerin dip
kisimlarinda, devrilmis agaclarin kok sistemlerinde gelismesi i¢in uygundur
(Woodward vd., 1998). Agaclarda basidiokarplara rastlanilmayan durumlarda ise
etmenin eseysiz sporlarindan faydalanilmaktadir. Kesilen agaglarin dip kiitiiklerinde
ya da kok bogazindan alinan diskler lizerinde tespit edilen konidiler, fungusun alandaki

varligina isaret etmektedir (Greig, 1998; Dogmus-Lehtijarvi vd., 2009).

Calismamizda dikili kizilgam bireylerinin kok bogazindan alinan disk 6rnekleri
incelendiginde, etmenin neden oldugu ciirtikliiglin agacta cogunlukla kok veya alt
govdede yerlesmis olarak bulundugu saptanmistir. Literatiirde Pinus ve Larix gibi
recineli diri oduna sahip tiirlerde hastalik etmeninin neden oldugu ¢iiriikliiglin agacin
kok bogazindan 1-3 m yiikseklige kadar ulasabildigi bildirilmistir (Asiegbu vd., 2005).
Kok bogazindan alinan disk Ornekleri {izerinde yapilan incelemeler sonucunda
etmenin odun iizerinde agikli koyulu kahverengi renk degisimlerine neden oldugu
gozlemlenmistir. Beyaz ¢iiriikliige neden olan bu fungusun, odunda neden oldugu renk
degisiminin agac tiirline baglh olarak degisiklik gosterdigi, genellikle ciiriikliigiin
baslangigta soluk saridan acik kahveye donen bir renk olusturdugu ve ilerleyen
asamalarda odunda belirgin siyah lekelere neden oldugu bilinmektedir (Asiegbu vd.,
2005). Seflikte gorev yapan orman miihendisinden ve isletme personellerinden
edinilen bilgilere gore, etmen giderek genisleyen hastalik ocaklart meydana
getirmektedir. Bu patojenin neden oldugu ciiriikliik, agag¢larin hassasiyetini arttirmakta
ve zayif diisen agaclarda ani 6liimler gerceklesmektedir. Literatiirde etmenin neden
oldugu enfeksiyon sonucunda ¢am agaclarinin riizgara kars1 daha hassas hale geldigi
rapor edilmistir (Ronnberg vd., 2006). Calisma alaninda patojenin neden oldugu
cliriikliiglin bu denli hizli yayilmasi ve giderek genisleyen hastalik ocaklar1 olugsmasi
etmenin oldukga yiiksek bir viriilense sahip oldugunu gostermektedir. H. annosum s.1.
hem saglikli hem de zayif diigmiis agaclarda hastalik olusturma yetenegine sahiptir
(Redfern ve Stenlid, 1998). Enfeksiyon riskinin fazla oldugu bolgelerde bulunan
yetiskin agaclarda ani 6liimler ger¢eklesmesinin yani sira, hastalikli koklere sahip bazi
agaclarin onlarca yil gozle goriiliir bir simptom gostermeden hayatta kalabildigi

bilinmektedir (Greig, 1998). Etmen nedeniyle meydana gelen kok ve alt govdedeki
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curikliigiin ¢ogu kez agacin 6liimilyle sonuglandigi bildirilmistir (Redfern ve Stenlid,
1998).

Calismamizda hastalik ocaklarindan elde edilen etmene ait karakteristik tireme
organlar1 incelendiginde genellikle hassas yapida, diizensiz sekillerde ve oldukca
degisken ebatlarda olduklar1 goriilmektedir. Ust yiizeyleri kahverengi, piiriizsiiz ve sert
bir tabakadan olugsmakta, porlu yiizeyleri kremsi renkte olup, kiiciik ve yuvarlak
gozeneklerden meydana gelmektedir. H. annosum’a ait intersteril gruplarin
basidiokarp morfolojilerinin karakteristik farkliliklara sahip oldugu bilinmektedir. P
ve S grubuna ait basidiokarplar gozle veya kii¢iik bir biiyiite¢ yardimi ile %95 oraninda
teshis edilebilmektedir. F grubuna ait basidiokarplar ise bu iki gruba ait karakteristik
basidiokarp 6zelliklerinin arasinda kalmakta ve teshisleri kismen daha zor olmaktadir.
Basidiokarplarda bulunan porlarin biiyiikliigii ve tist kisimdaki kahverengi sagaklarin
uzunlugu morfolojik teshis karakteristikleri arasinda yer almakta fakat teshis icin her

zaman yeterli olmamaktadir (Korhonen, 1978; Mugnai ve Capretti, 1989).

MEA (%2) igceren petri kaplarinda gelisen S grubuna ait heterokaryotik miselyumlarin
genellikle koloninin iist ylizeyini kaplayan kahverengi derimsi sertlesmis yapilar
meydana getirdigi, P grubuna ait miselyumlarda bu renklenmenin gézlenmedigi rapor
edilmistir. S grubuna ait izolatlarda bu renklenmenin tipik olarak inokulumun
bulundugu yerden basladig1 bilinmektedir (Korhonen vd., 1978). Calismamizda da
tespit etmis oldugumuz gibi P grubuna ait heterokaryon miselyumlar genellikle bu
kahverengilesmeyi gostermemektedir. Renkleri daha saridir ve renk degisimleri
genellikle petrinin kenarlarindan baslamaktadir. Saf kiiltiirlerde gbzlemlenen ¢esitlilik
oldukga fazla olmakla beraber, ortamin yogunluguna bagli olarak da degisebilmektedir
(Woodward vd., 1998). Farkli gruplara ait konidiofor biiyiikliikleri arasinda ¢ok kiigiik
farkliliklar bulunmaktadir ve bunlar gruplarin teshisi i¢in yeterli sonug
saglamamaktadir. Miselyumlara ait karakteristik mikroskobik farkliliklar rapor
edilmemistir (Korhonen 1978; Capretti ve Mugnai, 1989). Ayrica H. annosum
kompleksine ait izolatlarin 20-22 °C sicaklikta giinliik gelisme orani 6,5-9 mm
arasinda degismektedir (Korhonen, 1978; Woodward vd., 1998).

Bu caligsmada kullanilan eglestirme testleri, molekiiler yontemler ile desteklenerek H.

annosum s. |. izolatlariin IS gruplarinin belirlenmesinde bir¢ok arastirmaci tarafindan
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sik¢a kullanilmaktadir (Korhonen vd., 1978;1989; Capretti vd., 1990; Piri vd., 1990;
Swedjemark ve Stenlid, 1995; Garbeletto vd., 1999; Sanchez vd., 2007). Eslestirme
testlerinin sonuglarna bakildiginda ¢alisma alanindan elde edilen Heterobasidion
izolatlarinin, H. annosum s.s. test izolatlar1 ile % 96,9 oraninda uyumluluk gosterdigi
goriilmektedir. H. annosum s.s.’a ait homokaryon test izolatlar1 ve bilinmeyen izolatlar
arasinda eslestirme testleri sonucunda belirgin bir zon olusumuna rastlanmamis,
koloni morfolojisinde farkliliklar meydana gelmistir. Ayrica kanca olusumlari, 2-3
hafta sonunda eslesen her iki partner izolatta goriilmiis olup homokaryotik miseller tek
tip bir heterokaryotik koloniye doniismiislerdir. Woodward vd., (1998), ayn1 IS gruba
ait homokaryon izolatlar arasinda eslesme sonrasinda belirgin bir zon olusumu
bulunmadigint ve bu izolatlara ait misel morfolojilerinde farkliliklar gozlendigini
bildirmistir. Her iki izolatin da homokaryotik 6zellikte olma durumunda, hem test
izolatinda hem de bilinmeyen i1zolatta kanca olusumu gozlendigi ve her iki izolatin da

iiniform sekilde heterokaryotik koloni olusturdugu rapor edilmistir.

Calismamizda kizilgamlardan elde edilen izolatlarin, H. annosum s.s. test izolati
disinda higbir IS grubuna ait test izolat1 ile uyumlu olmadig tespit edilmistir. izolatlar
arasinda yogun miselyum olusumundan meydana gelen belirgin zon olusumlari
gozlenmis, misellerde gozle goriiliir morfolojik degisiklikler tespit edilememistir.
Korhonen vd., (1992, 1997), genellikle P tipi izolatlarin S ve F tipi izolatlardan kolayca
ayirt edilebildigini ancak S ve F tipi izolatlar arasinda yiiksek derecede uyumluluk
bulunmasi nedeniyle heterokaryotik izolatlarin tespitinde problemler meydana
geldigini rapor etmistir. Capretti vd., (1990), grup i¢indeki uyumlu eslesmelerde
kanca olusumlarinin 2-3 hafta i¢cinde gozlemlendigini fakat gruplar arasi uyumlu
eslesmelerde bu olusumlarin 1-2 hafta i¢inde gézlemlenebildigini belirtmistir. Gruplar
aras1 uyumlu eslesmeler sonucu test izolatlarinda meydana gelen morfolojik
degisikliklerin genellikle yavas ilerledigini ve uyumlu homokaryonlar arasinda zon

olusumunun sik¢a gozlendigini bildirmiglerdir.

Elde edilen H. annosum izolatlarinin molekiiler teshis ¢alismalari i¢in uygun
konsantrasyon saglanan DNA numuneleri, MJ-F ve MJ-R primer c¢ifti ile tanilanmustir.
PCR amplifikasyonlarinda yaklasik olarak 100 bp’lik fragmentler gozlemlenmistir.
Literatiirde H. annosum s.S.’a 6zgii bu primer ¢iftinin PCR amplifikasyonlarinda H.

annosum s.s. i¢in yaklagik olarak 100 bp’lik fragment verdigi rapor edilmistir (Hantula

87



ve Vainio, 2003). Boylelikle bu ¢alismada kizilgamlardan elde edilen tiim izolatlarin
H. annosum s.s. oldugu gerceklestirilen morfolojik ve molekiiler teshis ¢alismalart ile

kesinlestirilmistir.

Tez c¢alismasinin Onemli bir kismini olusturan etmenin populasyon yapisinin
belirlenmesi kapsaminda, kizilgam bireylerinde yayilis gdsteren H. annosum s.s.
izolatlarinin genetik ¢esitliligi ilk olarak somatik eslestirme testleri ile ortaya
koyulmustur. Prensipte, tiirleri (intersteril gruplari) ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilmaya
baslayan bu metot, homokaryon ve heterokaryon miselyumlarin tespitinde ve IS
gruplart i¢cinde veya arasinda bulunan farkli genotiplerin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Gelisen molekiiler tekniklere ragmen funguslarin taksonomi ve
populasyon yapisi ¢aligmalarinda temel teknik olarak kullanilmaya devam eden metot,
basit olmasinin yani sira oldukga gii¢lii sonuglar veren bir teknik olarak bilinmektedir
(Stenlid ve Karlsson, 1991; Korhonen vd., 1998b; Woodward vd., 1998).

Calismamizda her bir hastalik ocagindan elde edilen H. annosum s.s. izolatlar1 kendi
iclerinde somatik eslestirme testlerine tabi tutulmus ve bu testin sonuglarina gore 20
hastalik ocagindan izole edilen 182 H. annosum s.s. izolatinin toplamda 1 ile 3
arasinda, toplamda 34 adet farkli genete ait oldugu tespit edilmistir. Genglestirme
sahasinda bulunan 7 hastalik ocaginda tek bir klonun yayilis gosterdigi, bunun yani
sira diger hastalik ocaklarinda 1’den fazla genetin bulundugu yapilan morfolojik
calismalar sonucunda tespit edilmistir. Chase ve Ullrich (1983), ¢am
plantasyonlarindan elde ettikleri Heterobasidion izolatlar1 ile gergeklestirdikleri
calismada, plantasyon icindeki hastalik ocaklarinin olusumunda tek bir klonun
vejetatif yayiliminin s6z konusu olmadigini, birka¢ genetin neden oldugu
inokulasyonlar sonucu hastalik ocaklarinin olustugunu bildirmislerdir. Garbeletto vd.,
(1999), H. annosum s.s. izolatlar1 ile yaptiklar1 ¢alismada gergeklestirilen eslestirme
testleri sonucunda, her hastalik ocaginin cesitli fungal genotiplerin varligi ile
karakterize edildigini rapor etmislerdir. Lakomy wvd., (2007, 2011), yaptiklar
caligmada farkli hastalik ocaklarinda bulunan agaglarin tek bir genotip tarafindan isgal
edilebilecegini, ayn1 zamanda tek bir agacin ¢esitli genotipler tarafindan enfeksiyona

ugrayabilecegini tespit etmislerdir.
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Somatik eslestirme testleri sonucunda, genglestirme sahasinda tespit edilen en biiyiik
genet, 9 numarali hastalik ocaginda 126,5 m? alanda yayilis gdsteren ve 12 agacin
tiimiinii enfekte eden tek bir genettir. Burada dikkat ¢eken nokta ise bu genetin yayilis
gosterdigi 9 numarali hastalik ocaginda bulunan kizilgam bireylerinin ortalama cap
degerinin, diger hastalik ocaklarinda bulunan bireylerinkinden oldukga yiiksek olmasi
ve bu alanda tiraslama kesimleri sonrasinda kalan kiitiik sayisinin en yiliksek miktarda
bulunmasidir. Literatiirde agac ¢aplar1 ve fungusun yayilma mesafesi arasinda olduk¢a
yliksek bir korelasyon oldugu, en biiyiik klonlarin ytliksek agag ve kiitiik yogunlugunun
bulundugu alanlarda tespit edildigi bildirilmektedir (Garbeletto vd., 1999). Fungusun
sekonder yayilis1 kiitiiklerin yogun olarak bulundugu alanlarda daha anlamli sonuglar
vermektedir. Sanchez vd., (2007), dogal bir parktan elde ettikleri H. abietinum
izolatlariin genetik c¢esitliligini belirlemek i¢in gergeklestirdikleri somatik eslestirme
testlerinde, alanda en genis yayilis gosteren genetin 57 m ile 10 farkli agacta kolonize
oldugunu bildirmislerdir. Calismanin sonucunda bu ana genetin, parkin kurulusundan
daha once, eski inokulumlarin neden oldugu kdék kaynasmalar1 yolu ile yayildig

sonucuna varimistir.

Tim bu literatilir caligmalar1 g6z oniinde bulundurularak gergeklestirmis oldugumuz
somatik eslestirme testleri sonuclari bir biitiin olarak degerlendirildiginde, bazi
hastalik ocaklarinda bulunan H. annosum s.s. izolatlarina ait genetlerin biiytikliikleri
ve alanda tespit edilen hastalikli kiitiikler itibariyle, fungusun bu ocaklarda vejetatif
yayiliminin daha fazla s6z konusu oldugu kanisina varilmaktadir. Bununla birlikte
vejetatif yayilisin yani sira tek bir genetin sadece bir kizilgam bireyinde sinirl kaldigi
enfeksiyonlar da tespit edilmistir. Bazi ocaklardan elde edilen izolatlarin farklh
genotiplere sahip olmasinin nedeni, tiraslama veya aralama caligmalar1 sirasinda

gerceklesen akraba olmayan basidiospor enfeksiyonlari olarak diisliniilmektedir.

Caligmada kizilgam bireylerinde yayilis gosteren H. annosum s.s. etmeninin
populasyon yapisint belirlemek amaciyla gerceklestirilen somatik eslestirme testleri
PCR tabanli molekiiler teknikler ile desteklenmistir. Arastirmacilar, molekiiler
yontemlerin her zaman klasik yontemlerle beraber kullanilmasinin karsilagilabilecek
hatalarin en aza indirgenmesi acisindan son derece dnemli oldugunu belirtmektedir
(Johannesson ve Stenlid, 1999; Jasalavich vd., 2000; Vainio ve Hantula 2000).

Calismada elde edilen somatik eslestirme verileri ve izolatlarin elde edildigi agaglarin
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konumlarini gosteren hastalik ocagi haritalar1 baz alinarak genetik farklilik gosterdigi
diistintilen 70 adet izolat, 4 adet RAMS markorii ve M13 primeri kullanilarak analiz
edilmistir. S6z konusu primerler ile amplifikasyon sonucunda elde edilen DNA bant
uzunluklart 350-1500 bp arasinda degismektedir. Dort primerde DNA amplifikasyonu
sonucunda toplamda 906 DNA band: elde edilmis, bunlarin 24 adetinin polimorfik
oldugu, dolayisiyla populasyonlar arasinda %2.64 polimorfizm bulundugu
hesaplanmistir. Allellerin genel polimorfizm oran1 %53,2’dir. Elde edilen toplam allel
say1s1 bakimindan (CCA)s ve (TCG)s en fazla polimorfik bandi (17 adet) iiretirken, en
az sayida bant (8 adet) M13 primeri tarafindan iretilmistir. Dogmus Lehtijdrvi ve
arkadaslar1 2010 y1linda ger¢eklestirdikleri ¢alismada M13 primeri ile ¢ogaltilan farkl
populasyonlara ait H. abietinum izolatlar1 arasinda meydana gelen polimorfizmin,
RAMS primerleri ile cogaltilan izolatlarda meydana gelen polimorfizmden daha diisiik
diizeyde oldugundan bahsetmistir. RAMS markorleri arasindaki degiskenlik kaynag:
tam olarak bilinmemekle beraber; priming bolgesindeki mutasyonlarin, ¢ogaltilmisg
fragmentlerdeki ekleme silme olaylarinin veya mikrosatelit tekrarlarinin sayisindaki
degiskenliklerin polimorfizmlerin boyutunu etkiledigi diisiiniilmektedir. Yapilan
caligmalarda (CGA)s RAMS primerinin tek bir amplifikasyonda 6-7 tiire 6zgii RAMS
markdril verdigi (Hamelin vd., 1993), oldukca giiclii bant gruplarinin yani sira daha
diistik kuvvette bant gruplart da olusturdugu bildirilmistir (Hantula vd., 1996).

M13 minisatelit markorleri (Karlsson 1994; Stenlid vd., 1994) ve rastgele amplifike
olan mikrosatelit markorleri (RAMS) (Hantula vd., 1996) ile gergeklestirilen PCR
tabanli molekiiler teknikler Heterobasidon cinsinin genetik c¢esitliligin belirlenmesi
veya genetik haritalarinin  olusturulmast  ¢alismalarinda yaygin  olarak
kullanilmaktadir. RAMS reaksiyonlarinda PCR’da c¢ogaltilabilecek kadar yakin
yerlestirilmis iki mikrosatelit ve bunlarin arasinda kalan alan ¢ogaltilmakta ve alleller
insan soyagacinda oldugu gibi mendel tarzinda ayrilabilmektedir. Mikrosatelitler
arasinda kalan bolgede meydana gelen evrim orani cogu organizmaya ait DNA tipinde
oldukga fazla gozlemlendiginden RAPD gibi diger markor tekniklerine oranla daha
fazla polimorfizm tespit edilmesini saglamaktadir (Zietkiewicz vd., 1994).
Gozlemlenen acik ve kapali tip polimorfizmler RAPD markérlerinde oldugu gibi her
bandin ¢esitli formlarinin tanimlanmasini saglamaktadir (Hantula vd., 1996). RAMS
markorleri ile gergeklestirilen amplifikasyonlar sonucu meydana gelen bant desenleri

yiiksek oranda tekrar edilebilir olup, primer konsantrasyonundaki veya DNA
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miktarindaki ufak degisikliklerden etkilenmemektedir. Bu nedenle RAMS markorleri
genetik ¢aligmalar igin oldukea elverigli markorlerdir. RAMS reaksiyonlarinda DNA
miktarinin genellikle reaksiyonlar1 etkilememesi nedeniyle ¢ok sayida ornek ile
yapilan populasyon yapisi ¢alismalarinda kolaylik sagladigi bilinmektedir. Yiiksek
konsantrasyonda DNA eklendiginde polimeraz inhibe edici safsizliklarin seviyesi
nedeniyle reaksiyonda ¢ogaltilan {iriin miktar1 az miktarda diisebilmektedir (Hantula
vd., 1996).

RAMS ve MI13 markdrlerinin  AMOVA analizi sonuglar1 bir biitiin olarak
degerlendirildiginde, hastalik ocaklar1 arasindaki molekiiler varyasyon oraninin %49,
populasyonlarin i¢indeki bireysel farklilik oraninin ise %51 oldugu tespit edilmistir.
Lakomy vd., (2007), yaptiklar1 ¢calismada sarigamlardan elde edilen H. annosum s.s.
izolatlar1 arasinda goriilen en yiiksek genetik benzerlik oraninin %40-60 arasinda
bulundugunu bildirerek izolatlarin yiiksek derecede genetik ¢esitlilik gdsterdigini
bildirmislerdir. Ayrica bu benzerlik genetlerin sadece %5’ini ilgilendirmekte olup,
caligmadaki genetlerin %24’ birbirleri ile hi¢ iliskili bulunmamistir. Cieslak vd.,
(2011), sarigamlardan elde ettikleri H. annosum s.s. izolatlarina ait genetik benzerlik
oraninin %0-74 arasinda tespit edildigini, agac ve kiitiikklerin %17.9’unda farkh
genetler bulundugu, genler arasinda meydana gelen en diisiik benzerlik oraninin ise
%20.7 olarak hesaplandigini bildirmistir. Yapilan literatiir ¢aligmalar1 incelendiginde

caligmamizdaki genetik cesitlilik oraninin oldukga yiiksek oldugu sdylenebilir.

Twin 4’1i cluster analizine gore H. annosum s.s izolatlari, 21 grupta toplanmis ve
olusan gruplar UPGMA analizi sonuglarina paralel olarak kiimelenmistir. PCo
analizine gore, tiim hastalik ocaklarindan elde edilen H. annosum izolatlarinin 30 farkl
genete ait oldugu belirlenmistir. izolatlarin genetlere gore dagilimina bakildiginda, her
bir genet en az 1 en fazla 5 farkli hastalik ocagini i¢inde barindirmaktadir. Toplamda
sadece 2 genet tek bir hastalik ocaginda tespit edilmistir. Cieslak vd., (2011), yaptiklar
caligmada H. annosum s.s. etmenine ait 14 genetin 87 agaci kolonize ettigini,
genetlerin %8,8’inde genetik iligki tespit edilemedigini bildirmistir. Piri vd. (1990),
son kesim kiitiiklerinde tespit edilen Heterobasidion genetlerinin neredeyse %60’ min
sadece 1 agaci enfekte ettigini bildirmislerdir. Bunun yani sira literatiirde 10 veya daha
fazla agaci enfekte etmis biiyiik genetler de rapor edilmistir (Stenlid 1985; Piri ve
Korhonen, 2001). Stenlid vd., (1998), genotip biiyilikliigiiniin genis alanda yayilis
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gosterebilecegini hatta 1 genotipin 15 agaci bile kolonize edebilecegini bildirmistir.
Swedjemark ve Stenlid (1993), 1 ya da daha fazla genetin agagta kolonizasyonu
bulunsa bile sadece 1 genetin o agacta dominant olarak enfeksiyona neden
olabilecegini rapor etmis ve Woodward (2005) bu hipotezi kismen de olsa

desteklemistir.

Aragtirma alanimiz olan dogal genglestirme sahasinda bulunan ve hastalik etmeni
nedenti ile zarara ugrayan kizilgamlar 1998, 1999, 2000 ve 2001 yillarinda parca parca
biiyiik alan tiraglama yontemi ile dogal gencglestirme calismalar1 sonrasinda yorede
bulunan kizilgamlardan toplanan tohumlardan meydana gelen bir genclestirme
ormanini olusturmaktadir. Isletme ormanlarinda uygulanan silvikiiltiirel miidahaleler,
bu hastaligin yayilisini ve neden oldugu zararin yogunlugunu arttirmaktadir
(Korhonen vd., 1998a; Redfern ve Stenlid, 1998). Kizilgam gengliklerinde ve
kiitiiklerde bol miktarda etmene ait iireme organ1 bulunmus olmasi, etmenin sahada
yakin gecmis donemde gergeklestirilen tiraglama kesim faaliyetlerinden uzun siire
yararlanmis olabilecegini gostermektedir. Sahada daha onceden yayilis gosterdigi
diistiniilen fungal populasyonun hizli artis1 bu tireme organlari ile iliskilendirilebilir

(Redfern ve Stenlid 1998).

Baz1 hastalik ocaklarinda genetik ¢esitliligin yiiksek olmasi ve genetlerin kiiciik
olmasi, biiyiik olasilikla bu alanlardaki bazi enfeksiyonlarin tiraslama kesimlerinden
sonra taze kiitiiklerin ylizeyine yerlesen farkli genetlere ait basidiosporlar araciligiyla
gerceklesmis olabilecegini diistindiirmektedir. Rishbeth (1950), Heterobasidion un
primer enfeksiyonunun, etmene ait basidiosporlarin taze kesilmis kiitiik yiizeyine
ulagmasi ile gerceklestigini belirtmistir. R&nnberg (2006), Isve¢’in giineyinde bulunan
saricamlarin yapilan aralama kesimleri sonrasinda ciddi bir H. annosum saldirisina
maruz kaldigin1 ve primer enfeksiyonun kesimlerin yapildigi duyarli dénemde
gerceklestigini rapor etmistir. Lakomy vd., (2007), yaptiklar1 ¢alismada H. annosum
S.S. izolatlar arasinda gézlemlenen polimorfizmin ve etmenin kii¢lik genetler halinde
yayilis goOstermesinin nedenlerini benzer sekilde ifade ederek, rutin aralama
kesimlerinden sonra ortaya ¢ikan taze kiitiiklerde Heterobasidion kolonizasyonunun
basarili oldugunu bildirmislerdir. Garbeletto (1999), H. annosum ss’a ait cogu yerel
genotipin farkli ¢iftlesme allellerine sahip oldugu, buna bagli olarak inokulasyonlarin

akraba olmayan basidiokaplardan kaynaklanmis olabilecegini rapor etmislerdir.
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Damico vd., (2007), H. annosum s.s. izolatlarinda tespit ettikleri yiliksek orandaki

genetik ¢esitliligi basidiospor kaynakli enfeksiyonlar ile iligskilendirmislerdir.

Enfekteli kiitikler veya agaglar ormanda daima spor {liretiminin siirdiirtilebilir
kaynagint olusturmaktadir. Agaclarda yeni genetlerin meydana gelisi; yeni spor
enfeksiyonlari, aralama kesimleri veya iireme organlart ile iliskilendirilmektedir
(Woodward vd., 1998). Calismamizda patojene ait genetlerde tespit etmis oldugumuz
cesitlilik orani silvikiiltiirel miidahaleler sonrasinda ¢evrede meydana gelen yiiksek
orandaki basidiospor basinci ile agiklanabilir. Bu durum ayni zamanda aralama veya
tiraglama kesimleri sirasinda ve sonrasinda gerceklestirilen bazi ihmallerden ve
eksikliklerden kaynaklanmaktadir. Alanda tiraslama kesimlerinin ardindan kalan taze
kiitiik yiizeyleri ve kesilen agaclarin alandan uzaklastirilmasi sirasinda saglikli
agaclarda meydana gelen yaralar havada bulunan sporlarin enfeksiyon olusturmasi igin
oldukca ideal sartlar1 olusturmaktadir (Kallio, 1970; Swedjemark ve Stenlid, 1993;
Redfern ve Stenlid, 1998). Ayrica fungusa ait sporlarin 1lik iklim kosullarinda havada
bol miktarda bulundugu (Redfern ve Stenlid, 1998) g6z oniine alindiginda, tilkemizde
gergeklestirilen silvikiiltiirel miidahalelerin genellikle enfeksiyon icin elverisli olan
ilik havalarda yapiliyor olmasi ve bu miidahalelerden sonra kesilmis taze kiitiiklerin
ylizeyinde herhangi bir kontrol 6nlemi alinmamasi etmenin basidiospor kaynakli
yayilisinda 6nemli bir faktor olarak diistiniilmektedir. Ayrica etmene ait sporlarin agag
kabuklar1 altinda uzun siire ¢imlenmeden canliligini koruyabildigi ve buradan
silvikiiltirel miidahaleler sirasinda kesim aletleri vasitasi ile disklere ve diger

kiitiiklere taginabildigi bilinmektedir (Korhonen ve Stenlid, 1998).

Genetlerin biytikligi; aralama kesimleri, basidiosporlarin yayilisi, agac yast gibi
faktorlere bagli olarak degismektedir. Yeni kesilmis bir kiitiik yiizeyinde genetik
olarak farklilik gosteren onlarca ya da yiizlerce bireye rastlamak miimkiindiir. Ayrica
genetlerin ¢ok gen¢c veya c¢ok yasli olmasi vejetatif yolla daha fazla
yayilamayacaklarinin da bir gostergesidir. Kiiciik genetler, tek bir kiitiikte yiiksek
genet rekabeti olduguna isaret etmektedir (Korhonen ve Kauppila, 1998; VVainio 2008).

Camlarda, etmene ait genetlerin bireysel olarak tek bir hastalik ocaginda aktif olarak
bulunarak burada c¢esitli diizeylerde tahribata neden olabildigi bilinmektedir (Chase ve
Ullrich, 1983, Garbeletto, 1996; Harrington vd., 1998). Aynmi zamanda konifer
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ormanlarinda H. annosum’un ¢ok sayida genotipinin bulunabilecegi rapor edilmistir
(Garbeletto 1996; Harrington vd., 1998). Lakomy vd., (2007), ¢cam ve ladin tiirlerinde
rutin aralama kesimleri sonrasinda ortamda kalan taze kiitikklerde Heterobasidion
kolonizasyonunun ¢ok yiiksek ve basarili oldugunu bildirerek, bu kolonizasyonlari

yiiksek derecede genetik cesitlilik igeren kiigiik genetler ile karakterize etmislerdir.

Calismamizda birbirleri ile ayn1 genete sahip izolatlarin ayni hastalik ocaginda yer
almasinin yani sira, farkli hastalik ocaklarinda da bulundugu tespit edilmistir. Bu
durum basidiokarplardan firlatilan basidiosporlarin farkli hastalik ocaklarina cesitli
yollar ile ulasmasi ve buralarda enfeksiyon olusturmasi ile miimkiindiir.
Basidiosporlar cografik lokasyona ve riizgar yoniine bagl olarak bir yerden bir yere
riizgar araciligi ile ulasabilmektedir. Genglestirme alaninda bol miktarda basidiokarp
bulunmus olmasi bu durumu desteklemektedir. Cok yillik basidiokarplardan firlatilan
basidiosporlar y1l boyunca olusmakta ve kesilmis taze kiitiik yiizeylerinden ya da kok
veya diger organlarda goriilen yaralardan konukguya penetre olmaktadirlar (Redfern
ve Stenlid, 1998). H. annosum’ un uzun veya kisa mesafede yayilisinin ¢ogunlukla
basidiosporlar araciligiyla gergeklestigi bilinmektedir. Basidiosporlar genellikle
basidiokarplarin etrafinda birikmekte ve hava akisina bagli olarak onlarca hatta
yiizlerce kilometre uzaklara tasinabilmektedir (Kallio, 1970; Stenlid, 1994b;
Moykkynen vd., 1997). Rishbeth (1959), etmene ait sporlarin 320 km., Kallio (1970),
500 km uzaklhiga yayilis gosterebilecegini bildirmistir. Moykkynen vd., (1997)
yaptiklar1 ¢alismada bir grup hastalikli agacin yer aldigi enfeksiyon ocaginda,
inokulum miktarina ve riizgar yoniine bagl olarak 100-1000 m ¢apindaki bir daireyi
icine alan agaclarda enfeksiyon riski bulundugunu bildirmislerdir. Cieslak vd., (2011),
aralarinda 55 km mesafe bulunan iki genetin %74 oraninda benzerlik gosterdigini
bildirerek bu durumu basidiosporlarin olumsuz ¢evre kosullarina olan dayanikliligina
ve ylizlerce km mesafeyi ucarak katedebilme oOzelligine baglamislardir. Fungusun
uzun veya kisa mesafede farkli alanlara tasinmasinda enfekteli odunlar da 6nemli rol

oynamaktadir.

Bazi hastalik ocaklarinda genetik cesitliligin ¢ok yiiksek olmayisi, hatta bazi ocaklarda
sadece tek bir genetin bulunuyor olmasi ve bu genetlerin biiyiikliikleri, patojenin uzun
stiredir bu enfeksiyon ocaklarinda mevcut oldugunu gostermektedir. Etmenin kizilgam

bireylerine alanda bulunan eski kiitiiklerin kokleri yardimiyla yayilmis oldugu
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sOylenebilir. Patojene ait genetlerin ayn1 alanda birden fazla agaci istila etmis olmasi
buradaki enfeksiyonlarin kok kaynagmasi yolu ile gerceklesmis olabilecegini
kanitlamaktadir. Ayrica etmenin kizilgam bireylerini istila ettigi yerlerde dnceden
kalan kiitiiklerin annosum kok clriikliigii etmeninden ciddi ve benzer sekilde
etkilenmis olduklar1 gézlemlenmistir. Hastaligin alanda bulunan bu kiitiiklerin kokleri
ile vejetatif olarak diger saglikli agaclarin koklerine yayilmis olabilecegi sdylenebilir.
Hastalik etmeni agaca bir kez kolonize olduktan sonra, buradan kok sistemine
gecmekte ve kok kaynasmasi olarak bilinen sekonder enfeksiyon yolu ile ¢evredeki
saglikli aga¢ dokularina yayilabilmektedir (Hartig 1878; Stenlid ve Redfern 1998). Bu
ocaklardaki agaclarin kok bogazindan alinan diskler incelendiginde hastaligin kok
kaynakl1 enfeksiyonlar sonucu yayildig: fikri morfolojik olarak da desteklenmektedir.
Etmen, enfeksiyona neden oldugu hastalikli kokten kok bogazina ilerleyen bir renk
degisikligi olusturmaktadir. Dolayisiyla, ¢alismamizda da gozlemledigimiz iizere
hastalik etmeninden kaynaklanan bir kok enfeksiyonunun varligi halinde, kesik disk
yiizeyinde olusacak kolonilerin diri odunu takiben 6z oduna dogru ilerlemesi

beklenmelidir (Greig, 1998).

H. annosum misellerinin agag koklerindeki yasam siiresi tam olarak bilinmemektedir.
Ancak c¢alismamizda hastalik ocaklarinda tespit etmis oldugumuz ve hastalik
etmeninden yliksek oranda etkilendigini diisiindiigiimiiz kesilmis kiitiiklerin yaslarinin
yliksek olmasi itibariyle bu kiitiiklerin koklerinde etmenin uzun yillardir var
olabilecegi diisiiniilmektedir. Etmen bu koklerde uzun yillar varligin1 devam ettirmis
ve uygun konukguyu ve ¢evre kosullarini sagladigi takdirde kok kaynasmasi yolu ile
vejatatif olarak yayilisini saglamis olabilir. Etmene ait miselyumlar canli agaglarda
nektrotrof, 6lii agaglarda ise saprotrof olarak bulunabilmektedir. Patojenin saprotrofik
fazdan nektrotrofit faza gegebilme kabiliyetinin, ekolojik uyumunun ve evrimsel
basarisinin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir (Garbelotto ve Gonthier, 2013).
Miselyumun yayilist konukgu tiirline, odunun nem miktarma, agacta bulunan
endofitlere ve diger bir¢ok faktdre gore degisiklik gostermektedir (WOODWARD vd.,
1998).

Etmenin yayilisinin 6lmiis veya 6lmek iizere olan kiitiiklerin kdklerinde canli agag
koklerindekine nazaran daha fazla oldugu bilinmektedir. H. annosum s.s.’a ait

miselyumun 6lii odunda gelisme oraninin yillik 50 cm’e ulastig1 bilinmektedir. Bu
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oran canli agaglarda en fazla yillik 10 cm’e ulagsmaktadir (Rishbeth, 1951, 1957;
Slaughter ve Parmeter, 1995; Bendz-Hellgren vd., 1999; Stenlid ve Redfern, 1998).
Yapilan galigmalarda odunda miselyum yayilisinin Giiney tilkerinde kuzey iilkelerine
nazaran daha hizli oldugu rapor edilmistir (Woodward vd., 1998). Ayrica etmenin
Ingiliz cam plantasyonlarinda yaklasik yilda 1 m civarinda artis gosterdigi rapor
edilmistir (Rishbeth, 1951). Etmene ait miselyumlarin vejetatif yol ile saglikli ve zarar
gormemis kokleri enfekte edebilmesi i¢in saglikli agacin savunma mekanizmasina
kars1 daha kuvvetli bir glic uygulamasi ve canli agaclarin koklerinde bulunan fenol
bilesenlerini ayristirabilmesi gereklidir. Bu islem daha yiiksek bir enerji gerektirdigi
icin patojenini canlt koklerdeki yayilisin1 yavaslatmaktadir (Schonhar, 1995; Cieslak
vd., 2011). Arastirmacilara gore patojen canli agacin savunma mekanizmasini kirarken
agresivitesinde azalma gozlemlenirken, 6lii agaglardaki miselyumlarin agresivitesinde
ise artis gozlemlenebilmektedir (Cieslak vd., 2011). Calismamizda sahada bulunan
bazi hastalik ocaklarina genglestirme calismalar1 sonrasinda gelen ve saglikli oldugu
diistiniilen kizilgam gengliginin bu sekilde enfekte oldugu diistintilebilir. Cieslak vd.,
(2011) kiitiikklerden elde edilen genetlerin canli aga¢lardan elde edilen genetlere oranla
daha hizli yayilis gosterdigini bildirmis ve bu durumun konukcu gegcisi ile ilgili
olabilecegini savunmustur. Ayrica yaptiklari ¢calismada farkli genetlere ait izolatlarin
canli odundaki kolonizasyonunda ve agresivitesinde farkliliklar bulundugu hipotezini

desteklemislerdir.

Vejetatif yol ile kok sistemleri arasinda yayilan etmen giderek genisleyen hastalik
ocaklar1 olusturmaktadir. Bu genisleme agaclarin yasina bagl olarak bir siire sonra
azalmakta veya durmaktadir. Cam plantasyonlarinda hastalik tipik olarak agaclar 15-
20 yaslarina eristigi donemlerde baslamakta ve hastalik ocaklarinin genislemesi nedeni
bilinmeyen sekilde 40-50 yaslarinda sona ermektedir (Slaughter ve Parmeter, 1995).
Tek bir genetin uygun substrat kosullarinda ne kadar hayatta kalabildigi
bilinmemektedir. Bugiine kadar tek bir genet tarafindan iggal edilen en biiyiik alanin
50 m capinda oldugu ve fungusun ortalama radyal gelisimi yillik 0.3 m olarak
diistintildiiglinde bu genetin 100 yasindan daha biiyiik olamayacag: tespit edilmistir
(Stenlid ve Redfern, 1998). Damico vd., (2007), yaptiklar1 c¢aligmada g¢am
ormanlarindaki en biiyiik hastalik ocaginin 40-50 m ¢apinda oldugunu ve bu ocaklarin
ortalama genisleme oraninin 0.3 m oldugunu varsayarak (Stenlid ve Redfern, 1998)

bdyle bir hastalik ocaginin yaklasik 60 yasinda olabilecegini bildirmislerdir. Lakomy
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vd. 2007 yilinda yaptiklar ¢alismada genetlerin ¢ok geng oldugunu ve en eski genetin
goknar kiitiiklerinde yayilig gosteren bir genet oldugunu ve bu genetin 20 yagindan
biiylik olamayacagini bildirmislerdir. Yapmis oldugumuz calismada yayilis gosteren
tek bir genetin 126,5 m? alanda 12 aBact kolonize ettigi goz oOniinde
bulunduruldugunda ve bu ocagin ¢apinin 12-13 m oldugu ve yillik ortalama genisleme
oraninin 0.3 m oldugu varsayilarak bdyle bir genetin 25 yasindan biiylik olamayacagi
sOylenebilir. Buna gore ¢alismamizda tespit oldugumuz en biiyiik genet en fazla 20-
25 yaslarindadir. Alanda bulunan kizilgam agaclar1 aralama ve tiraslama kesimleri
sonrast genglestirme alaninda yetisen ilk jenerasyon olmasi nedeniyle etmene ait
genetlerin geng oldugu diistinilmektedir. Etmen, yash kiitiiklerde uzun siire hayatta
kalabilmektedir. Kesimlerin gerceklestirilmesinden 62 yil sonra etmenin bir kiitiikte

tespit edildigi bildirilmistir (Greig ve Pratt, 1976; Piri, 1996).

Kiitiiklerin bol miktarda bulundugu hastalik ocaklar1 ve bu ocaklarda bulunan genet
biiyiikliikleri istatiksel olarak anlamli sonuglar vermektedir. Garbeletto (1999),
fungusun sekonder yayiliginin kiitiiklerin yogun olarak bulundugu bolgelerde daha
fazla gozlemlendigini bildirmistir. Calismamizda agacglarin ¢ap1 ve genet biiytkliikleri
arasinda bir korelasyon oldugu tespit edilmistir. En biiyiik genet, en yiiksek ortalama
aga¢ capimin bulundugu hastalik ocaginda tespit edilmistir. Lakomy vd., (2007)

agaclarin yas1 ve aralarindaki mesafenin genet biiyiikliiklerini etkiledigini bildirmistir.

Ozetle, baz1 genetler arasindaki benzerlik oranmn diisiik ¢ikmas1 H. annosum’un
yayilisinda basidiosporlarin ne denli 6nemli oldugunu goéstermektedir. Genglestirme
sahasinda gerceklestirilen tiraglama ve aralama kesimlerinden sonra alanda bulunan
taze kiitiik ylizeylerinin bu basidiosporlar araciligi ile enfeksiyona ugramis olabilecegi
diisiiniilebilir. Diger yandan patojene ait genetlerin ayni alanda birden fazla agaci istila
etmis olmasit buradaki enfeksiyonlarin kok kaynasmasi yolu ile gergeklesmis
olabilecegini kanitlamaktadir. Etmenin kizilgam bireylerini istila ettigi yerlerde
onceden kalmis eski kiitiikklerin annosum kok ¢iiriikliigiinden ciddi ve benzer sekilde
etkilenmis olduklar1 gézlemlenmistir. Hastaligin alanda bulunan bu kiitiiklerin kokleri
ile vejetatif olarak diger saglikli agaglarin koklerine yayilmis olabilecegi sdylenebilir.
Etmenin yayilisinin 6lmiis veya 6lmek iizere olan kiitiiklerin koklerinde canli agag
koklerindekine nazaran daha fazla oldugu bilinmektedir (Woodward vd., 1998).

Basidiosporlar aracilig1 ile gergeklestirilen kiitiik enfeksiyonlart populasyondaki
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genetik ¢esitlilik oranmni arttirmakta ve boylelikle tiiriin kolonizasyon yetenegini
arttirarak patojende yiiksek derecede agresiviteye neden olmaktadir. Buna bagli olarak
kok kaynasmasi yolu ile hastaligin meydana getirdigi zararda yiiksek oranda bir artis
gozlenmektedir (Cieslak vd., 2011). Literatiirde H. annosum’un konuk¢u agag tiirii
cesitliliginin fazla olmasi bu patojenin genetik cesitliligini arttirmada 6nemli bir faktor
olarak diigiiniilmektedir. Bu baglamda patojenin enfekte ettigi agag tiirii ¢esitliliginden
yola ¢ikilarak populasyon iginde meydana gelen genetik farkliliklar agiklanabilmekte
ve patojenin evrimsel tarihi hakkinda yorumlar yapilabilmektedir (Petta vd., 2001).

H. annosum s.s.’un agacta kambiyum katmani (kabuk alt1) ve diri odunda daha efektif
sekilde kolonize oldugu, ayrica agacin kok sisteminde ve hemen st kismindaki kok
bogazinda neden oldugu enfeksiyon ile diger IS grup iliyelerine nazaran agaci daha
hizli 6ldiirdiigii bilinmektedir. Bu tipin neden oldugu enfeksiyon sonrasinda agaglar
kiimeler halinde 6lmekte ve bu enfeksiyon zamanla orijinal enfeksiyon bolgesinden
disartya dogru yiiziik seklinde yayilmaktadir. Diger IS gruplara ait tiirler ise genellikle
0z odunu etkilemekte ve ¢ogu zaman agacin disindan bakildiginda hastalik belirtisi

gozlemlenmemektedir (Petta vd., 2001).

Ormanlarda daha ¢ok 1lik iklim kosullarinin mevcut oldugu aylarda gergeklestirilen
silvikiiltirel miidahaleler, etmene ait c¢ok yillik {iireme organlarinda olusan
basidiosporlarin taze kiitiikk yiizeylerinde veya agaclarda meydana gelen yaralarda
cimlenerek enfeksiyon olusturmasi i¢in ideal kosullar1 olusturmaktadir (Kallio, 1970;
Swedjemark ve Stenlid, 1993; Redfern ve Stenlid, 1998). Yapilan ¢alismalarda etmene
ait miselyumlarin 0-2°C sicaklik iizerinde ¢imlenmeye bagladigi, 22-28°C arasinda
optimum gelisme gosterdigi, 32-37°C lizerinde ¢imlenmesinin durdugu ve 38-45°C
iizerinde canliligini yitirmeye basladig1 bildirilmistir. Fungusun yayilisinda ve
gelisiminde 6nemli gorev iistlenen konidiofor ve basidiosporlar da miselyumlar ile
oldukca benzer sicaklik isteklerine sahip olup, 5°C sicaklik ve ilizerinde %40 nisbi
nemde aktif olarak ¢imlenebildikleri, 45°C sicaklik ve lizerinde % 90 nisbi nemde ise
tamamen canliligini yitirdigi rapor edilmistir (Korhonen ve Stenlid, 1998). Buradan
yola ¢ikarak ¢aligmamizin gergeklestirildigi bolgede yazlar sicak ve kurak, kislar1 1lik
ve yagish Ozellige sahip olan Akdeniz ikliminin hakim oldugu goéz Oniinde
bulunduruldugunda alanin sahip oldugu iklim kosullarinin genel olarak enfeksiyon

icin oldukea elverigli oldugu diistiniilmektedir. Alana ait iklim verileri fungusa ait
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basidiosporlarin ¢imlenmesi ve gelisimi i¢in uygun kosullarin bulunduguna isaret
etmektedir. Calisma sahasinin bulundugu boélgeye ait iklim verileri incelendiginde
yillik ortalama sicakligin 12°C oldugu, en sicak 3 ayin ortalama sicakliginin 21.3°C
oldugu, en nemli 3 ayin ortalama sicakliginin ise 30°C oldugu goriilmektedir. Yaz
aylar1 giin ortasi en yliksek sicaklik ortalamasi 30.4°C, yaz aylar1 giin ortasi en yiiksek
sicaklik 31.2°C’dir. Yagislar etmenin gelisme mevsimi boyunca esit dagilim
gostermektedir. Etmene ait etmene ait miselyumlarmm 0-2°C sicaklik {izerinde
¢imlenmeye basladigi ve 22-28°C arasinda optimum gelisme gosterdigi géz 6nilinde
bulunduruldugunda genglestirme sahasinin bulundugu alanin yilin biiylik bir
boliimiinde enfeksiyon i¢in uygun nem ve sicaklik kosullarina sahip oldugu
goriilmektedir. Iklim verilerinde Aralik ayinmn minimum sicaklik degeri -1°C,
maksimum sicaklik degeri 8.9°C, Subat aymin minimum sicaklik degeri -1,
maksimum sicaklik degeri ise 9.3°C olarak bildirilmistir. Buna gore, ¢alismamizin
gergeklestirildigi bolgede Aralik, Ocak ve Subat aylar1 disindaki tiim yil, havada
bulunan basidiosporlarin taze kiitiiklerin yiizeyinde ¢imlenerek miselyum ve

konidiospor olusturmasi i¢in uygun kosullara sahiptir.

Bolgeler bazinda, sporlarin yogun olarak havada bulundugu donemlerin tespiti,
hastaligin kontroliinde olduk¢a énemlidir. H. annosum’ un tespit edildigi veya yayilis
riskinin 6ngoriildiigii alanlarda 1lik iklim kosullarinin hiikiim siirdiigli donemlerde
silvikiiltirel miidahalelerden kag¢inmak ©nemli bir kontrol stratejisi olarak
goriilmektedir. Hastalik etmeninin biyolojik isteklerinden yola ¢ikarak, tilkemiz iklim
kosullarinda bu etmenin kisin ¢ok soguk ve yazin ¢ok sicak giinleri harig, her donemde
etkin olacagi sdylenebilir. Ozellikle yagmuru izleyen 1lik hava kosullarmda spor
tretiminin son derece yiiksek oldugu bildirilmistir (Yde- Andersen, 1962).
Dolayisiyla, ¢alisma sahasinda ve bu sahanin ¢evresinde yapilacak olacak silvikiiltiirel
miidahalelerin zor kosullarda da olsa Aralik basi-Subat sonu zaman aralig1 diliminde
gerceklestirilmesi, etmenin yayilisinda en 6nemli faktor olan basidiospor kaynakli
enfeksiyonlar1 onlemek amaciyla Onerilebilir. Etmene ait sporlarin nemli ve 1lik
mevsimlerde havada daha yogun olarak bulundugu diisiiniildiiglinde yagmurun ve
nemin fazla oldugu ilkbahar ve sonbahar aylari silvikiiltiirel miidahaleler i¢in mecbur
kalinmadik¢a Onerilmemektedir. Yaz aylarinda yapilmasi gereken miidahaleler igin
giin ortasi sicakligin maksimum oldugu kuru saatler secilebilir. Hastalikli kiitiikler

kokleri ile birlikte alandan uzaklastirilmali ve imha edilmelidir.
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H. annosum s.s. etmeninin konukgusu olan kizilgam ormanlarinin ilik ve yagish kis
mevsiminin hakim oldugu yetisme ortamlarinda yayilis gosterdigi (Kantarci, 1984)
g6z oniinde bulunduruldugunda, bolgede var olan fungal etmene yapilacak olan tek
basina silvikiiltiirel miidahaleler daha ¢ok hastaligin leyhine isleyebilir. Bu durumda
kritik periyotlarda kesim yapmak gerektiginde, en azindan riskli bolgelerde en uygun
strateji, kesim islemlerinin ardindan yeni enfeksiyon olusumlarin1 6nlemek amaciyla
taze kiitlik ylizeylerine uygulanan kontrol dnlemleridir. Hastaligin yayilisi taze kiitiik
ylizeylerine uygulanan biyolojik veya kimyasal tedavi yontemleri ile kontrol edilebilir.
Bu yontemler cesitli Avrupa iilkelerinde diizenli olarak kullanilmakta ve ekonomik
olarak daha faydali bulunmaktadir (Thor, 2001; Vasiliauskas, 2001). Literatiirde taze
kiitiik yilizeylerinde Phlebiopsis gigantea (Fr.) Jul. biyolojik miicadele ajani ve iire
soliisyonu gibi kimyasallarin kullanimi olduk¢a 6nem gostermektedir (Cieslak vd.,
2011). Iskandinav iilkeleri igin yapilan ¢alismalarda enfeksiyon riskinin bahar ve yaz
aylarinda en yiiksek oldugu, bu kritik aylarda herhangi bir kesim planlanmigsa
enfeksiyonu 6nlemek igin kesimin hemen sonrasinda kiitiik yiizeylerinin P. gigantea
veya iire soliisyonu ile muamele edilmesi onerilmektedir (Kallio, 1970; Brandtberg
vd., 1996). Baz1 arastirmalar kesilen kiitiik tedavisi masraflarindan kaginmanin
gelecekte camlara uygulanmak zorunda kalinacak biiylik tedavi maliyetlerinden daha
fazla zarara neden olacagini bildirmektedir (Rykowski ve Sierota, 1984). Bundan yola
cikilarak, bir mescerede, agaglarin % 10-20 veya iizerinde bir oranda hastalik etmeni
tarafindan enfekte edilme riski varsa, kiitiikler iizerinde gerceklestirilecek kontrol
Onlemlerinin, hastalik etmeninin neden olacagi ekonomik kayiplar1 azaltmada etkili
olacagi distinilmektedir (Moykkynen vd., 1998; 2000). Arastirmacilar, bu risk
yiizdesinin, Finlandiya’nin giineyinde (Korhonen vd., 1994) ve Isve¢’in giiney ve orta
kesimlerinde (Brandtberg vd., 1996) ¢ok yiiksek oldugunu bu nedenle, buralarda kiitiik
uygulamasinin gerekli goriildiigiinii bildirmislerdir. Kontrol yontemleri uygulamalari
sonucu hastalik etmeninden kurtarilabilecek kereste miktarinda olduk¢a Onemli

artislar gdzlemlenmektedir (Mdykkynen vd., 2000).

Calisgmanin gerceklestirildigi genclestirme sahasinda kizilgamlarin mese ve sedir
tirleri ile karisik yayilis gosterdigi alanlarda hastalik ocaklari tespit edilmemistir.
Ayrica genglestirme sahasinin hemen alt kisminda Yaprakli Baraj golii bulunmaktadir.

Bilindigi iizere barajlar iklimi etkilemekte hatta sonradan yapilan barajlar bolge
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iklimine ait nem oranini bile degistirmektedir. Bu sebeplerle agaglar riizgara karsi daha
hassas bir hale gelmekte, aga¢ hastaliklarinda olduk¢a fazla oranda bir atis
gozlenmektedir. Sorvey calismalarimizdan, yerel ormancilardan ve orman
mithendislerinden elde edilen bilgiler 1s1ginda, alanin g¢evresinde mevcut dogal
kizilcam mescerelerinin saf, kismen de karagamla karisik olarak bulundugu
mescerelerde hastalik etmeni ile ilgili ¢ok biiylik bir tahribatin bulunmadig: tespit
edilmistir. Alanlar arasindaki farkliliklar cografik ve ekolojik ozellikleri ile
iligkilendirilebilecegi gibi, mescere tipinin hastalik etmeninin alandaki yayilist
iizerinde Oonemli etkisi oldugu bilinmektedir. Cogu literatiir ¢aligmasinda, karisik
mescerelerde H. annosum yogunlugunun daha diisiik oldugu rapor edilmistir
(Korhonen vd., 1998a; Linden ve Vollbrecht, 2002). Linden ve Volbrecht (2002), ladin
ve sarigamin birlikte bulundugu, karisim oraninin en az %50 oldugu mescerelerde H.
annosum zararinin ¢ok daha az oldugunu bildirmislerdir. Etmenin kok kontagi yolu ile
yayiltyor olmasi 6zellikle monokiiltiirlerin bu etmene kars1 daha hassas oldugunun bir
gostergesidir. Miicadele icin hastalik etmeninin kok sistemindeki vejetatif yayilimi
kolonizasyonun baglangicinda siirlandirilmalidir. Hastalik ocaklarinin bulundugu
bolgelerde etmene karst dayanikli oldugu bilinen igne yaprakli veya genis yaprakli
tirlerin ~ genglestirme  c¢alismalarinin ~ yapilmast  hastaligin =~ yayilisinin
siirlandirilmasinda biiyiik 6nem gostermektedir (Woodward vd.,1998). Bu durumda,
toprak altinda kok kaynasmasi yolu ile yayilis gosteren patojenin hassas diger bir yeni
bireye ulasmasi i¢in daha fazla yol kat etme zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir (Rishbeth,
1951). Karisik mescerelerde hastalik etmenine ait sporlar, hassas konukgu tiiriin varlig
oraninda taze kiitiik yiizeyine bulasarak yayilma sansi bulabilmektedir (Linden ve
Vollbrecht, 2002). Bununla birlikte yiiksek oranda yaprakli tiirlerin bulundugu
bolgelerde hastalik etmenin zarar1 yok denecek kadar az tespit edilmistir (Woodward
vd.,1998). Ayrica, karisik mescerelerdeki bitki cesitliligi, ekosistemde yer alan her
tiirlii mikroorganizma gesitliligini beraberinde getirerek, H. annosum un yayilisini
baskilayabilecek antagonistlerin bulunmasi sansini arttirmaktadir (Johansson ve
Marklund, 1980; Holmer ve Stenlid, 1993). Bu tip karisik mescerelerde biyotik ve
abiyotik zararlilara kars1 giiclii mescere yapisinin olugmasi en biiylik avantajlardan

birisidir.

Caligmanin gerceklestigi dogal gencglestirme alaninda sedir ve mese karisimlar

bulunmasina ragmen bu karisimlarin oranlar silvikiiltiirel miidahalelerin yapildigi
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yerlerde olduk¢a azdir. Bu nedenle karigim oraninin az oldugu bélgelerde hastalik
etmeni kizilcamlar arasinda kolayca yayilis gdstermis ve biiyiik hastalik ocaklari
olugmustur. Silvikiiltiirel miidahaleler sirasinda karisik mescerelerdeki bazi tiirlerin
karisim oranlar1 dikkatsizce azaltilmakta, hatta belirli tiirler tamamen yok
edilmektedir. BOylece karisim sekli ve orami dogadaki orijinal halinden oldukga
farklilagmakta, bir¢ok hastaliga davetiye ¢ikarmaktadir. Bazi alanlarda gereken dogal
genglestirme yontemi dogru bir sekilde uygulanmadigi i¢in karisik mescerelerin pek
cogunda karisim oranlari, isletme amaglarina uygunluktan uzaklastirilmis veya serpili
halde degisik tiirler iceren saf mescerelere doniistiiriilmiistiir (Ata, 1995). Bu duruma
kizilgam-karagam karisik mescerelerinin dogal genglestirilmesinde oldukca sik

rastlanmaktadir (Geng, 2006).

Dikili agacgta vejetatif miselyumun yayilist ve olusturdugu ciiriikliigiin siddeti,
konukg¢u tiiriine, yasmma, odununun nem miktarina, odunda bulunan endofitlere,
uygulanan silvikiiltiirel tekniklere bagli olarak degisebilmektedir (Korhonen ve
Stenlid, 1998). Edafik kosullar, 6zellikle Ph, toprak yapisi, sicaklik, nem etmenin
yayilis hizin1 belirlenmesinde 6nemlidir. Ronberg (2006), enfeksiyonun yayilma
stirecinin kuru, kumlu, ve yiiksek ph’a sahip topraklarda daha hizli gerceklestigini
bildirmistir (Rishbeth 1950, 1951, 1957). Yiiksek kalsiyum igerigi ve Ph degeri,
topraktaki antagonist fungus aktivitesini azaltarak hastalik olusumunu biiylik oranda
etkilemektedir (Korhonen ve Stenlid 1998; Gonthier vd., 2012). Bunun yani sira toprak
tipi fungusun yayilisini 6nemli derecede etkilemektedir. Diisiik organik madde
icerigine sahip kumlu topraklar ve verimli topraklar {izerinde hastaligin daha siddetli
oldugu tespit edilmistir. Genellikle eski tarimsal arazilerde ve meralarda patojenin
meydana getirmis oldugu zararin orman topraklarina gére daha yiiksek bulundugu

bilinmektedir (Redfern vd., 2010; Garbelotto ve Gonthier, 2013).

Regineli diri oduna sahip konukgularda hastalik etmeni ¢ogunlukla kdk ve govdede
yerlesmekte ve buna bagli olarak riizgdr devrikleri ya da ani Oliimlerde artis
gozlemlenmektedir. Pinus ve Larix tiirlerinde fungusun agacin kok bogazindan 1-3 m
yiikseklige ulastig1 ve buralarda ¢iiriikliige neden oldugu bilinmektedir. Reg¢inesiz diri
oduna sahip agag tiirlerinde ise (Picea spp. ve Abies spp.) fungus genellikle diri odunu
tercih ettigi i¢in, hastalik diri odunun olugsmaya basladig1 donemler olan 25-40 yaslar1
arasinda goriilmektedir. Bu tiirlerde agac1 dogrudan 6liime stiriiklemeksizin govde

icinde ilerleyerek, yayildigi bélgenin tamamen ¢iiriimesine neden olmaktadir. Yash
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goknar ve ladin govdelerinde bu cliriikligiin 2-4 ya da 5-8 metre arasindaki
yiiksekliklere ulastigi, hatta bazen 9-12 m’ ye kadar ¢iktig1 saptanmistir (Asiegbu vd.,
2005).

Agaclarin ilerleyen yaslarda H. annosum ’a karsi hassasiyetlerinin arttigi (Woodward
vd., 1998) ve buna bagli olarak mescere yasi ile enfeksiyon yogunlugunun paralel
olarak artig gosterdigi bilinmektedir. Holmsgaard vd. (1968), yaptiklar1 calismada 30
yasindaki bir mescerede, etmene ait hastalik yogunlugunu %10 oraninda tespit
etmisken, bundan 20-50 yil sonra bu yogunlugun %30-50 oranlarina ulastigini tespit
etmislerdir. Vollbrecht ve Bilde Jorgensen (1995), gelistirdikleri modelde 50 yil
icerisinde, baslangicta %5 olan enfeksiyon yogunlugunun, %60’a ¢ikabilecegini

tahmin etmislerdir.

Calismanin son asamasinda, H. annosum’un tahribat olusturmasina neden olan bazi
ekolojik faktorlerin rolii belirlenmeye ¢alisilmistir. Bitki populasyonlarinda goriilen
fungal hastaliklarin  yayilisinin, degisen c¢evresel faktorlerin  ve konukgu
populasyonlarinin  karakteristiklerinden etkilendigini  bilinmektedir (Ranta ve
Saloniemi, 2005). Calismada, ¢evresel degiskenler ile hastaliklik etmeni arasindaki
iliskinin belirlenebilmesi i¢in, hastalikli agaglara ait veriler ile hastaligin yayiligim
etkileyebilecek ¢evresel faktorler iliskilendirilerek ¢alisma alani igin potansiyel
dagilim modellemesi gergeklestirilmistir. Yapilan analizler sonucu modeli olusturan
degiskenler sirasiyla baki, arazi ylizey formu, egim ve yiikselti olarak belirlenmistir.
Modelleme esnasinda elde edilen modelleri etkileyen degiskenlerin
degerlendirilmesinde Jacknife istatistiklerinden ve marjinal cevaplandirici tahmin
yontemlerinden faydalanilmistir. Jacknife istatistiklerine gére modelin agiklama pay1
%386 olarak tespit edilmistir ve modele en fazla katkiy1 yapan degisken yiikselti olarak
belirlenmistir. Marjinal cevaplandirict egrilere bakildiginda modeli olusturan
degiskenlerden baki ile nispeten (0°-300°) pozitif bir iliskinin oldugu goriilmektedir.
Nemli Kuzeyli bakilar ve hastalik etmeni arasinda pozitif bir iligskinin oldugu tespit
edilmistir. Egim degiskeni ile agirlhik olarak negatif bir iliskinin oldugu
gozlemlenmistir. Diiz ve diize yakin bolgelerde hastalik etmeninin bulunma olasilig1
azalmaktadir. Egimin hafif derecede arttig1 (orta egimli) tepe olusumuna sahip
yerlerde ise hastalik etmeni artis gostermektedir. Topografik pozisyon indeksi

degerinin 1 ile 5 arasinda oldugu alanlarda hastalik etmeni agisindan pozitif bir iliski
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bulunmaktadir. Arazi gézlemlerimizle uyumlu olarak hastalik etmeninin alt ve orta
yamagclart tercih ettigi goriilmektedir. Modele en yiiksek katkiyr yapan yiikselti
degiskeni ile pozitif bir iliski tespit edilmistir. Alan igerisinde yiikseltinin arttigi
kesimlerde, yagisa ve bolgede yer alan gole bagli olarak nemliligin fazla oldugunun

bilinmesi sebebiyle yiikselti a¢isindan beklenen bir sonug¢ olmustur.

Modelleme sonuglari ele alindiginda, modele ait egitim veri seti AUC degerinin 0.86,
test veri seti AUC degerinin ise 0.85 oldugu ve bu verilerin birbirini dogruladig: tespit
edilmistir. Modelleme sonucart MAXENT yodnteminin en az var verisi ile, en 1yi sonug
veren yontem oldugunu bir kez daha gostermistir. Olusturulan potansiyel dagilim
haritalamasina bakildiginda, genclestirme alan1 ve ¢evresinin Annosum kok ¢liriikligi
hastaligina kars1 tehtit altinda bulundugu goriilmektedir. Yapilan ¢alismalarda,
etmenin yayilis1 ile sahanin yiiksekligi, egimi ve bakisi arasinda korelasyonlar
bulundugu bildirilmistir (Redfern vd., 2010; Garbelotto ve Gonthier, 2013)..
Konuk¢unun bulundugu sahanin konumu, ge¢misteki durumu, aktiiel durumu,
ekolojik faktorler hastaligin olusumunda 6nemli faktorlerdir (Thor vd., 2005; Tokuda
vd., 2011).

Ayrica izolatlarin elde edildigi kiitiikk veya agaglarin tarihinin ve ormandaki kdkeninin,
ciiriikliik siddetinine 6nemli etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Etmenin yakin zamanda
yapilmast planlanan silvikiiltiirel miidahaleler sonrasi ¢evredeki saf mescereler
olusturan kizilgam ormanlarma yayilabilecegi soylenebilir. Agaclarin ilerleyen
yaslarda H. annosum’a kars1 hassasiyetlerinin arttig1 bilinmektedir (Woodward vd.,
1998). Enfekteli agaglarda artim kaybi goriilmekte ve bu agaclar abiyotik zararlara
kars1 daha hassas hale gelmektedir (Holdenrieder ve Grieg, 1998). Kesilmis kiitiikler
tizerinde herhangi bir kontrol islemi uygulanmayacagi ve 6nlemler alinmayacagi igin
havadaki basidiosporlarin bu kiitiikler tizerinde yeni enfeksiyonlar olusturma olasiligi
oldukea yiiksektir. Boylelikle etmen saf mescerelerden olusan kizilgam ormanlarinda
basidiosporlar1 sayesinde daha genis alanda yayilig gosterebilecek ve buralardan kok

kaynasmasi yolu ile diger tiim saglikli agaclara atlayabilecektir.

Kurakliktan kaynaklanan su stresinin, bu etmenin neden oldugu hastalik siddetini
arttirdigr bildirilmistir (Lindberg ve Johanson, 1992; Stenlid ve Redfern, 1998). Bu

durum, ozelikle i¢cinde bulundugumuz Akdeniz iklim kusaginda, iklim degisiklikleri

104



sonucu meydana gelen (Kellomaki, vd., 2000) kuraklik agisindan degerlendirildiginde,
iilkemizde en genis yayilis alanina sahip asli tiiriimiiz olan kizilgamlarin zamanla bu
kuraklik stresinden yogun sekilde etkilenerek H. annosum enfeksiyonlarina karsi da
daha duyarli hale gelmesi beklenmektedir. Ornegin, arastirmacilar Yunanistan ve
Italya’da H. abietinum’ un A. alba iizerinde ciddi derecede hastalik olusturmasin,
patojen nedeniyle zayif diisen agaglarin yaz kurakligina kars1 daha hassas hale gelmesi
ile iligkili bulmuslardir (Korhonen vd., 1998a). Ayni durum bizim iilkemiz kosullar

icin de s6z konusu olarak goriilmektedir.

Modern ormancilik ve agaclandirma uygulamalari ile birlikte, hastaligin yayilis1 giin
gectikce daha da ciddi bir artis gostermektedir (Korhonen vd., 1998a; Garbelotto ve
Gonthier, 2013). Yerel orman miihendisinden edinilen bilgilere goére hastaligin
tespitinden sonra, 2017 yilinda genglestirme alaninda siklik bakimi yapilmis ve buna
bagl olarak lokal kurumalarda hizla artis gozlemlenmistir. Dikili agaglarda var olan
enfeksiyon yogunlugunun gergeklestirilen ve gerceklestirilecek olan ormancilik
faaliyetlerine paralel olarak daha da artis gosterecegi ve c¢evrede bulunan diger
agaclara hava enfeksiyonlar ile yayilis gosterebilecegi soylenebilir. Rishbeth (1957),
H. annosum s. I’ dan kaynaklanan hastalik siddetinin, hizli gelisen agaglarda, yavas
gelisenlere kiyasla daha fazla oldugunu belirtmistir. Dolayisiyla inokulum kaynaginin
bol oldugu yerlerde gergeklestirilen aralama kesimlerinin, hastaligin alanda varligini
stirdiirmesine olanak saglayarak, 6zellikle hizli gelisen agaglarda enfeksiyon riskinin

artmasina neden olacagi ongoriilebilir.

Enfekteli agaclarda artim kaybi goriilmekte ve bu agaclar abiyotik zararlara karsi daha
hassas hale gelmektedir (Holdenrieder ve Grieg, 1998). Ekonomik fonksiyonlara gére
kizilcam, karacam ve mese isletme siniflarima ayrilmis olan bu bolgede hastalik
etmeninin bulundugu agac tiirli olan kizilgam isletme smifinda isletme amaci,
piyasanin istedigi en yilksek miktar ve kalitede endiistriyel odun iretimini
gerceklestirmektir. Saf mescerelerin karisik mescereye doniistiiriilmesi i¢in ise bazi
aragtirmalarin yapilarak, karigik mescere olabilirliginin ortaya koyulmasi, ideal
kurulusun belirlenip bunun gergeklestirilmesi gerekmektedir (Oliveira, 1996). Buna
karsin, ozellikle tek tiire dayali endiistrinin ihtiyaclarma doniik orman isletmeciligi

yapan kuruluslarda, saf megcereler tercih edilmektedir.
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Bugiine kadar yapilan arastirmalar, lilkemiz kosullarinda H. annosum s.I’ dan
kaynaklanan zararin ne denli ciddi olabilecegini agik¢a gostermektedir. Etmenin
neden oldugu zararin boyutu hakkinda daha gercekei bir tablo ¢izebilmek igin, diger
iilkelerde oldugu gibi patojenin neden oldugu kayiplarin ekonomik boyutu detayli bir
sekilde analiz edilmeli ve elde edilen veriler 1518inda etmen daha biiyiik epidemilere
yol agmadan, kontrol yontemlerinden en uygun olan ya da olanlarin uygulamaya
aktarilmasi gerekmektedir. Bu asamada konunun uzmanlarinin yani sira Tarim ve
Orman Bakanligi yetkililerine biiyiik isler diismektedir. Bundan sonra meydana
gelebilecek enfeksiyonlarin durdurulmasi veya azaltilmasi i¢in gerekli ¢alismalarin
yapilmamasi ve silvikiiltiirel bir takim temel 6nlemlerin alinmamasi1 durumunda, bu
etmenin genglestirme sahasinda ve g¢evresinde geri doniisii miimkiin olmayan daha
biiyiik tahribatlara yol acabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica ekosistemlerin saglikl bir
sekilde siirdiirebilirligi igin, biyogesitliligin bilesenlerinden biri olan genetik
cesitliligin tlim zararli organizmalar i¢in belirlenmesi gerekmektedir. Bu nedenle,
ormancilik alaninda DNA markorleri ile gergeklestirilen molekiiler ¢alismalarin
yogunlastirilmasi, populasyon yapisi ¢calisma ve tekniklerin ilerletilmesi, elde edilen
sonuglarin ekolojik parametrelerle birlikte yorumlanmasi caligmalarina agirlik
verilmesi yerinde olacaktir. Bunun sonucunda, orman zararlilar1 ile miicadele
kapsaminda ulasilmasi hedeflenen amaclara daha kolay ve giivenilir bir sekilde

ulasilabilecektir.
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