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Sydowia polyspora kozalakli agaglarda yasayan yaygin bir fungus tiiridir ve
genellikle asemptomatik bitkilerde ve tohumlarda epifit veya endofitik olarak ortaya
¢ikmaktadir. Bu fungus abiyotik veya biyotik stres kosullar1 altinda kolonize oldugu
konukguda patojenik hale gelebilmektedir. Avrupa ve Kuzey Amerika'da ¢zellikle
Abies spp. ve Pinus spp. gibi kozalakli tiirlerde mevsimsel ibre nekrozu ve sirgin
olumleri ile iliskilendirilmektedir. Bu tez galismasinin amaci, Denizli Orman Bolge
Miidiirliigii’ne bagl Eskere Orman Isletme Miidiirliigii sinirlari iginde yer alan bes
farkli Pinus brutia mesceresinde ibre nekrozlart ve siirgln 6llimleri ile iligkili fungal
etmenin arastirilmasi, hastalik siddetinin belirlenmesi ve P. brutia fidanlarinda bu
etmenin patojenitesinin ortaya ¢ikarilmasidir. Bu amagla 5 farkli 6rnek alanda yayilis
gOsteren semptomatik P. brutia ibre ve sirginlerinden fungal izolasyonlar
gerceklestirilerek 68 adet fungal izolat elde edilmistir. Elde edilen izolatlarin
makroskobik-mikroskobik morfolojik karakterizasyon g¢aligmalari yapildiktan sonra
molekiler karakterizasyonlar igin rDNA’nin ITS gen bdélgesinin dizi bilgisi
kullanilmigtir.  ITS bolgesinin  ¢ogaltilmasinda ITS1-1TS4 primer ciflerinden
yararlanilmistir. Ornek alanlarda ortalama hastalik siddeti %38 ile %62 (ortalama =
%A47) arasinda belirlenmistir. Ayrica, 6rnek alanlardan elde edilen izolatlarin 2 yash
P. brutia fidanlar iizerinde patojenisite calismalar1 gerceklestirilmistir. Inokulasyon
yapilan surglnlerde enfeksiyon sikligi %90 olarak tespit edilmistir. Patojenite
testlerinin sonuglar1 ve fungusun semptomatik stirgunlerden yeniden izolasyonu, S.
polyspora'nin P. brutia mescerelerindeki mevsimsel ibre nekrozu ve sirgln
olimlerinin gelisiminde rol oynadigini agik¢a gostermistir. Bildigimiz kadariyla bu
tez caligmasi, Tiirkiye’de S. polyspora’nin P. brutia’da neden oldugu mevsimsel ibre
nekrozu ve siirgiin 6liimiiniin tespit edildigi ilk ¢aligmadir.

ANAHTAR KELIMELER: Sydowia polyspora, Pinus brutia, Tirkiye, sirgin

nekrozu, ibre nekrozu, surgln 6limi



ABSTRACT

DETECTION, DISEASE SEVERITY, and PATHOGENICITY
of Sydowia polyspora Bref.& Tavel in BRUTIAN PINE STANDS
of BEYAGAC (DENIZLI)

MSC THESIS
FATMA DEMIROZ
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY

(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. REFIKA CEYDA BERAM)

DENIZLi, NiSAN-2023

Sydowia polyspora is a common fungal species living on conifers and often emerges
as an epiphyte or endophytic on asymptomatic plants and in seeds. The fungus may
become pathogenic under abiotic or biotic stress conditions. It is often associated
with current season needle necrosis and shoot dieback on conifer species, especially
Abies spp. and Pinus spp. throughout Europe and North America. The aim of this
thesis is to investigate the fungal agent associated with needle necrosis and shoot
dieback in five different Pinus brutia stands located within the boundaries of the
Eskere Forestry Management Directorate affiliated to Denizli Regional Directorate
of Forestry, to determine the severity of the disease and to reveal the pathogenicity of
this agent in P. brutia seedlings. For this purpose, fungal isolations from
symptomatic P. brutia needles and shoots were carried out in 5 different stands and
totally 68 fungal isolates were obtained. After performing macroscopic-microscopic
morphological characterization studies of the isolates, the sequence information of
the ITS gene region of the rDNA was used for molecular characterizations. ITS1-
ITS4 primer pairs were used for the amplification of the ITS region. The mean
disease severity in the sample areas was between 38% and 62% (mean = 47%). In
addition, pathogenicity studies were carried out on 2-year-old P. brutia seedlings of
the isolates. Infection frequency in inoculated shoots was determined as 90%. Results
of pathogenicity tests and re-isolation of the fungus from symptomatic shoots clearly
demonstrated that S. polyspora plays a role in the development of needle necrosis
and shoot dieback in P. brutia stands. To the best of our knowledge, this thesis is the
first study in Turkey to detect needle necrosis and shoot dieback caused by S.
polyspora in P. brutia.

KEYWORDS: Sydowia polyspora, Pinus brutia, Turkiye, shoot necrosis, needle
necrosis, shoot dieback
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1. GIRIS

Ormanlar; insanlik i¢in gida, yakit, barmnak, temiz hava ve su gibi maddi-manevi
bircok fayda sunan tabii bir kaynaktir, igerdikleri biyolojik c¢esitlilik ve hizmet
ettikleri ekolojik islevler agisindan kritik neme sahip habitatlar olarak bilinmektedir.
Yasadigimiz gezegende bir¢cok orman tirt vardir ve her orman hassas bir dengeye
sahiptir. Sadece bir aga¢ toplulugundan ibaret olmayan ormanlar agaglarla birlikte
diger bitkiler, hayvanlar, funguslar, toprak, su, iklim gibi biyotik ve abiyotik
varliklarin birlikte olusturdugu ekosistem topluluklaridir. Orman ekosistemleri yerel
ve kiiresel iklimi diizenlemekte, hava olaylarini iyilestirmekte, hidrolojik dongiiyii
diizenlemekte, havzalar1 ve bitki Ortiisiinii, su akislarin1 ve topragi korumakta ve
cogu heniiz ortaya ¢ikarilmamis olan genetik gesitliligi saglamaktadirlar (Mooney ve
dig. 1995; Holling ve dig. 1995).

Ulkemiz ormanlarinda oldukga genis bir yayilis alanina sahip olan kizilgam
ormanlari, gesitli biyotik ve abiyotik faktorlerin olumsuz etkisi altinda kalmaktadir
(Dingiloglu  2019). Biyotik faktorler, bir ekosistemin canli bilesenlerini
icermektedir. Bunlar, bitkiler, hayvanlar, funguslar ve bakteriler olarak
gruplandirilmaktadir. Abiyotik faktorler ise 1sik, su, hava, sicaklik, toprak, yagmur
gibi cansiz bilesenler olarak ekosistemler {izerinde etkili olmaktadir (Sayin ve dig.
2015). So6z konusu faktOrler genel anlamda agaglarin idare siirelerini, mescere
sagligint ve eta artimini etkilemekle birlikte ciddi ekonomik deger kayiplarma da
sebep olmaktadir. Orman ekosisteminde ki agaglari olumsuz etkileyen en 6nemli
biyotik faktdrlerden biri de fungus zararlari olmaktadir. Funguslar agaglarin yaprak,
dal, govde, kok gibi cesitli kisimlarinda yer alarak orman ekosistemlerinde Ki

mescerelerde siddetli zararlara sebep olmaktadir (Canak¢ioglu ve Mol 1998).

Okaryotik canlilar olan funguslar, ekosistem sireclerini diizenlemede temel roller
oynamaktadir (Vétrovsky ve dig. 2019). Organik maddenin ana ayristiricilart ve
bitkilerin ortaklari veya patojenleri olan funguslar, bitkilerin birincil Gretimini,
karbon mineralizasyonunu ve tutulmasimi 6nemli Olgiide etkilemekte ve insan

giivenliginin en biiyliik konularindan biri olan toprak karbon dengesinin 6nemli



duzenleyicileri olarak gorev yapmaktadirlar (Peay ve dig. 2016). Devam eden Kiiresel
degisimin biyiikligii goz Oniine alindiginda, iklim ve diger g¢evresel faktorlerin
fungus topluluklarinin gesitliligini ve dagilimini nasil etkiledigini belirlemek biiyiik
onem tasimaktadir (Hillebrand 2004). Funguslar, 1s1 ve kuraklik gibi iklim
degisikligiyle iliskili abiyotik stresorleri iyilestirerek bitkilere fayda saglayabildikleri
gibi (Kivlin ve dig. 2013; Redman ve dig. 2002) bitkileri stres altina sokarak siddetli
kurumalara da neden oldugu bilinmektedir. Ayrica, fungus g¢esitliliginin kurak
alanlardaki iklim faktorlerinden etkilendigi bildirilmistir (Maestre ve dig. 2015).
Fungus topluluklar1 ¢ok gesitli ekolojik nisleri isgal etmekte, gesitli temel islevleri
yerine getirmekte ve bu nedenle bircok orman ekosistemi islevinde hayati bir rol

oynamaktadirlar (Balami ve dig. 2020).

Saprotrofik funguslar esas olarak organik madde ve bitki artiklarinin ayrismasindan
sorumludur ve bu nedenle besin dongusini 6nemli olclide etkilemektedir (Ruiz-
Almenara ve dig. 2019). Parazit funguslar diger tiim parazit formlarda oldugu gibi
konukcu bitkinin besin maddesine ortak olmaktadir ve bitki htcrelerinin
metabolizmasini etkileyerek bitkide oksijen, fosfor ve nitrojen dengesinde
bozulmalar meydana getirmektedirler. Metabolizmadaki bu bozulmalar kisa zamanda
bitkide dokulara, organlara ve bazen tim bitkiye yayilmaktadir. Bitki koklerinde,
govdelerinde, yapraklarinda, ¢igeklerinde, meyvelerinde ve tohumlarinda
gordiiglimiiz lekeler, solgunluklar, burusmalar, timoérler, fistiiller ve nekrozlarin

¢ogu parazit funguslarin neden oldugu semptomlardir (Bahgecioglu 1995).

Endofitik funguslar, konuk¢u bitkilerin yapraklar1 ve govdeleri gibi dokularda
yasayan patojenik olmayan funguslardir (Carroll 1988). Esas olarak Ascomycota ve
Basidiomycota Subesinde yer almaktadirlar (Arnold 2007). Endofitik funguslar,
gezegendeki tum bitkilerde bulunmakta ve konukgu bitkilerin biiyiimesi ve bakimi
uzerinde olumlu bir etkiye sahip olmaktadir. Bununla birlikte, endofitik funguslar
mutlaka simbiyotik iligkiler olusturmamaktadir, bunun yerine konukcu bitkiyi ne
olumlu ne de olumsuz yonde etkileyen nétr iliskiler de olusturabilmektedirler (Eo ve
dig. 2022). Ancak bazilar1 konukgu bitkinin sagligina baglh olarak firsat¢1 bir sekilde
patojenlere veya saprofitlere doniismektedir. Birlikte ele alindiginda, endofitik
funguslar tiim saglikli bitkilerde bulunmakta ve konukgu bitkilerle nétralite,
simbiyoz, parazitlik ve patojenite dahil olmak Uzere g¢esitli iliskiler
2



olusturmaktadirlar. Ayrica konukgu bitkilerin biiylimesini ve bakimimi da

etkilemektedirler (Schulz 2005).

Bitki koklerini saran bir rizom olusturan mikorizal funguslarin aksine, endofitik
funguslar tamamen bitki dokularinda bulunmakta ve konukgu bitkinin hiicreler arasi
alaninda da miselyum gelistirmektedirler (Bacon 2000). Konukcu bitkiler, ¢esitli
biyotik ve abiyotik stres etkenlerine maruz kalmakta ve endofitik funguslar, konukgu
bitki biiylimesini ve stres toleransini desteklemek i¢in ekosistemde onemli ve gesitli

roller oynamaktadirlar (Eo ve dig. 2022).

Dinya nifusunun ¢ok hizli sekilde artmasi atmosfere CO>'in daha fazla salinimina
yol agmaktadir. Sera gazlar1 iginde CO2 gazi, kiiresel 1sinmanin en 6nemli nedeni
olarak gosterilmektedir. Bu sorunun ¢ozimu olarak atmosfere CO2 gazi saliniminin
azaltilmas1 veya atmosferde bulunan s6z konusu gazin karbon olarak biriktirilmesini
saglamaktadir (Yesil ve Asan 2007). Turkiye, kiiresel iklim degisikliginin etkileri
bakimindan risk grubu teskil eden Ulkeler arasinda yer almaktadir (Tiifek¢ioglu
2008). Kiiresel iklim degisimi sonucunda 6zellikle yagisin azalmasi, su kaynaklariin
zayiflamasi, hava sicakliginin yilikselmesi, orman yanginlarinin artmasi, yanls arazi
kullanimi, kuraklik ve c¢ollesme, hastalik ve bocek salginlari ile bunlara bagh
ekolojik bozulmalart beraberinde getirmektedir (Baltact ve Kalkanc1 2021).
Ormanlar, hem diger ekosistemlere oranla daha fazla CO: tuketmeleri hem de
bagladiklar1 karbonu daha uzun siire biinyelerinde tutmalarindan dolayi, karasal
ekosistemler i¢inde kiiresel iklim degisikligini ve dolayisiyla kurakligi 6nlemede en
etkili aractir (Simsek ve dig. 2010).

Kuraklik gibi ekolojik sebeplerin aga¢ sagligini dogrudan ve dolayli olarak tehdit
ettigi bilinmektedir. Iklim degisikliginin bir sonucu olarak stres faktdrleri altinda
yeni enfeksiyonlar ve yeni patojen tiirleri ortaya ¢ikabilmektedir. Ozellikle bazi

funguslarin enfeksiyon yapma potansiyellerinin arttig1 bilinen bir gercektir.

Ascomycete subesinin {iyesi olan Sydowia polyspora (Bref. & Tavel) E. Mull.
asemptomatik bitkilerde ve tohumlarda yasayan yaygin bir fungus tiiriidiir ve
genellikle epifit (Kowalski ve Kehr 1996; Kowalski ve Pozdzik 1993) veya endofitik
olarak ortaya c¢ikmaktadir (Sieber-Canavesi ve Sieber 1993). Bununla birlikte,

arastirmacilar, fungusun kolonize bir konukguda, belirli abiyotik ve biyotik
3



faktorlerin etkisi altinda patojenik hale gelebildigini bildirmislerdir (Ridout ve
Newcombe 2018; Talge ve dig. 2010; Silva ve dig. 2020).

Fungus Avrupa ve Kuzey Amerika'da bulunan kozalakli tiirlerde, 6zellikle Abies spp.
ve Pinus spp. tiirlerinde, siklikla mevsimsel ibre nekrozu ile iliskilidir (Talge ve dig.
2010; Tinivella ve dig. 2014). Abies spp.’deki ana semptomlar, yaz aylarinda
kirmizimsi kahverengiye doniisen ten rengi ila sar1 renkli seritler veya benekleri
icerir. Tum ibreler nekrotik ve apsisli hale gelebilir (Talge ve dig. 2010). Benzer
semptomlar Pinus spp.’de Pan ve dig. (2018) tarafindan Pinus yunnanensis Franch't
tizerinde bildirilmistir. Cam ibrelerinde klorotik ve kirmizimsi kahverengi lezyonlara
neden oldugu, saglikli ibreler arasinda rastgele dagilim gosterdigi rapor edilmistir.
Ayrica Tinivella ve dig. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada Pinus halepensis

Mill'de yogun yaprak sararmasi ve kavrulmalar rapor edilmistir.

Ekonomik kayiplar nedeniyle basta Akdeniz bolgesi olmak Uzere bircok bolgede
6nemli fungus turlerinden biri olarak kabul edilmektedir (Silva ve dig. 2020). Pinus
spp’de baslica semptomlar1 arasinda ibreler iizerinde yaz aylarinda kirmizimsi
kahverengiye doniisen ten rengi ile sar1 renkli seritler veya benekler bulunmaktadir
(Tinivella ve dig. 2014; Pan ve dig. 2018; Silva ve dig. 2020). Ibrelerde klorotik
lezyonlara neden olan fungus, saglikli ibreler arasinda rastgele dagilmaktadir (Pan ve
dig. 2018).

S. polyspora bulundugu konukguda hastalik belirtisi gostermeden latent olarak
bulunabilmektedir (Flowers ve dig. 2001; Stanosz ve dig. 2001; Stanosz ve dig. 1997,
Stanosz ve dig. 2007). Bunun yani sira agag fizyolojisinde meydana gelen degisimlerin
hastalik semptomlarinin ortaya c¢ikisini tesvik ettigi rapor edilmistir (Desprez-
Loustau ve dig. 2006). Genel olarak bu firsat¢1 patojen bitkilerin gévde, dal, ibre,
cicek, kozalak ya da tohumlarini enfekte ettikten sonra bu dokular igerisinde uzun
yillar belirti gostermeden bekleyerek konukgusunun strese girmesiyle belirtileri
ortaya c¢ikmaktadir (Bihon ve dig. 2011; Bikzad 2022). Bu fungus ile bulasik
agaclarda ilk asamada tepede deformasyonlar olusmaya baslarken, uzun yillar siiren
enfeksiyonlarda agaglar zayif diismekte ve herhangi bir stres faktdriine maruz
kaldiklarinda bu agacglar tek bir vejetasyon doneminde hayati fonksiyonlarini
kaybetmektedirler (Blumenstein ve dig. 2020; Capretti ve dig. 2013; Bikzad 2022).
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Bu tez ¢alismasinin amaci, Denizli Orman Bolge Miidiirliigii, Eskere Orman Isletme
Miidiirliigii, Eskere Orman Isletme Sefligi ve Esenler Orman Isletme Sefligi sinirlar:
icinde bulunan bes farkli orman plantasyonu alanindaki Pinus brutia Ten.
mescerelerinde strglin 6lumlerine neden olan fungal etmenin arastirilmasi, hastalik
siddetinin belirlenmesi ve P. brutia strginlerinde bu etmenin patojenitesinin ortaya
cikarilmasidir. Bu amagla Eskere Orman Isletme Miidiirliigii Miilki simirlar
icerisindeki kizilgam Dbireylerinde semptomatik ibre ve siirgiinlerden fungal
izolasyonlar gergeklestirilerek elde edilen izolatlarin morfolojik ve molekiler
karakterizasyon c¢alismalart yapilmigtir. Ayrica bu alanlarda mevsimsel ibre
nekrozuna neden oldugu kanisina varilan S. polyspora’nin 2 yasl P. brutia fidanlar
Uzerinde patojenisite ¢alismalari gergeklestirilmistir. Bildigimiz kadariyla bu tez
caligmasi, Tiirkiye’de S. polyspora’nin neden oldugu P. brutia’da mevsimsel ibre

nekrozu ve surgin élimayle ilgili ilk ¢alismadir (Farr ve Rossman 2022).



2. GENEL BILGILER

S. polyspora’nin fungal taksonomideki yeri, biyolojisi, yayilist ana konukgulart ve
neden oldugu hastalik belirtilerine iligkin genel bilgiler bu kisimda alt basliklar

halinde verilmistir.

2.1. Sydowia polyspora’min Fungal Taksonomideki yeri

S. polyspora, National Center for Biotechnology Information (NCBI) sisteminde
guncel olarak Fungi Alemi, Ascomycota Subesi, Dothideomycetes siifinda (Tablo

2.1.) yer almaktadir.

Tablo 2. 1. Sydowia polyspora’nin Taksonomideki yeri

Alem Fungi

Sube Ascomycota

Siuf Dothideomycetes
Takim Dothideales

Aile Dothioraceae

Cins Sydowia

Tir Sydowia polyspora

2.2. Sydowia polyspora’min Biyolojisi

S. polyspora izolatinin kolonilerinin tiimiinde, baslangigta %2 Malt Exract Agar
(MEA) ve Patates Dekstroz Agar (PDA) besi ortamlarinda beyaz kenarli, krem
renkli, spor kiitleleri ile kapli spor kolonileri bulunmaktadir (Pan ve dig. 2018). Bu
koloniler daha sonra kahverengi, grimsi siyah hale gelerek septat olmayan, elipsoid,
hiyalin ve multigutulate sporlar olusturmaktadir (Talge ve dig. 2010). izolatlarin
biiyiime hizi, 20°C'de %2 MEA'da 10 giin i¢inde 75-85 mm olarak bildirilmistir (Pan
ve dig. 2018). Miselyumu, bazen dallanan ve enteroblastik konidia treten koniojen
hlcreler gibidir. Aservulustan ¢ikan konidioforlar dikdortgen seklinde ve konidialar
hiyalin, tek hucreli, septat olmayan, esas olarak elipsoiddir ve 6,8 (4,2 ila 10,7) x 2,8
(2,4 ila 4,25) pum olarak bildirilmistir (Cakar ve dig., 2022). Ayrica Talgg ve dig.

6



(2010), S. polyspora ile yaptiklar1 calismada kolonilerdeki konidialart 4,8-(7,1)-12,5
X 2,3-(2,8)-5,3um olarak bildirmislerdir. Hormonema merioides Funk. ile ¢alisan
Funk ve dig. (1985), kolonilerdeki konidialar1 7-12 x 3-5um olarak 0Olcerken,
Kabatina abietis Butin & Pehl. ile ¢alisan Butin ve Pehl. (1993) konidialar1 6-12 X
3,5-6,5 um olarak olgtiiklerini bildirmislerdir. Konidiamin tiimii, kisa papillali
interkalar hifal segmentlerinden basipetal olarak iiretilmistir, konidialarm sekli ve

boyutlar1 degisiklik gostermektedir (Pan ve dig. 2018).

2.3. Sydowia polyspora’min Yayilisi ve Ana Konukgulan

Britanya Kolumbiyasi'ndaki Pseudotsuga menziesii Mirb.’nde (Douglas géknari) ve
Abies grandis Lindl.’de (Biiyiik sahil goknar1) mevsimsel ibre nekrozu benzeri
belirtiler rapor edilmis ve H. merioides fungusu olarak tanimlanmistir (Funk ve dig.
1985). Almanya'da, bu fungus K. abietis mevsimsel ibre nekrozu semptomlar1 olan
A. grandis ibrelerinden izole edilmistir (Butin ve Pehl 1993). Cin'de Sclerophoma
pithyophila Corda. olarak bildirilen S. polyspora, Abies spp.’nin Dothistroma (ibre
yaniklig1) siddetini arttiran patojen olarak kaydedilmistir (Shang 2003). S. polyspora,
ABD, Danimarka, Avusturya, Almanya ve Norvec'te Abies tirlerinde mevsimsel ibre
nekrozu ile iligkilidir (Talge ve dig. 2010). Ayrica Talges ve dig. (2010) S.
polyspora’yr Slovakya’da toplanan Abies nordmanniana Stev.'nin enfekte olmus
ibrelerinden izole etmislerdir. Tinivella ve dig. (2014), Italya’da yogun ibre
sararmas1 gozlemlenen P. halepensis mescerelerindeki bireylerden S. polyspora
fungusu izole etmislerdir. Kuzeydogu Amerika'da Pinus ponderosa Dougl.’da beyaz
cam ibresi hasart (White Pine Needle Damage, WPND) ile iliskili oldugu
bildirilmistir (Broders ve dig. 2015; Ridout ve Newcombe, 2018).

S. polyspora’nin Giineybati Cin’de P. yunnanensis:in kok floemini ve ¢cam ibrelerini
kolonize ettigi bildirilmistir (Pan ve dig. 2018). Ayrica, Hormonema dematioides
Lagerb. & Melin. olarak bildirilen S. polyspora, Fransa, isveg, Japonya ve Polonya
gibi bircok Ulkede Tomicus piniperda L., Tomicus minor Hartig. ve Pityogenes
bidentatus Herbst. ile iliskili yaygin bir fungus olarak tespit edilmistir (Pan ve dig.
2018). Idaho'nun kuzeyindeki karisik ormanlarda P. ponderosa agaglarinin
ibrelerinden elde edilen funguslar arasinda S. polyspora en yaygin tirdir (Ridout ve

Newcombe, 2018). S. polyspora’nin, Portekiz mescerelerinde Pinus pinea L.
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agaclarinin siirgiinlerinde nekrozlara neden oldugu oldugu tespit edilmistir (Silva ve
dig. 2020). Ayrica Giineybat1 Cin'de P. yunnanensis’te ibreler tizerinde klorotik ve
kirmizimsi kahverengi renkli lezyonlara neden oldugu ve saglikli ibreler arasinda
rastgele dagildigi gozlemlenmistir (Silva ve dig. 2020). Ayrica Silva ve dig. (2020)
Portekiz’de P. pinea mescerelerinde S. polyspora’nin hastaliga neden oldugunu

bildirmistir.

Turkiye'de, S. polyspora tarafindan mevsimsel ibre nekrozunun ilk raporu A.
nordmanniana subsp. equi-trojani’de bildirilmistir (Cakar ve dig. 2022). Ayrica
Cleary ve dig. (2019), Tirkiye'de P. pinea’nin asemptomatik tohumlarinda S.

polyspora tespit etmistir.

2.4. Hastalik Belirtileri

S. polyspora bulundugu konukguda hastalik belirtisi gostermeden latent olarak
bulunabilmektedir (Flowers ve dig. 2001; Stanosz ve dig. 2001; Stanosz ve dig. 1997,
Stanosz ve dig. 2007). Bunun yani sira agag fizyolojisinde meydana gelen degisimlerin
hastalik semptomlarinin ortaya ¢ikisint tesvik ettigi rapor edilmistir (Desprez-
Loustau ve dig. 2006). Genel olarak bu firsat¢1 patojen bitkilerin govde, dal, ibre,
cicek, kozalak ya da tohumlarin1 enfekte ettikten sonra bu dokular igerisinde uzun
yillar belirti gostermeden bekleyerek konukgusunun strese girmesiyle belirtileri
ortaya ¢ikmaktadir (Bihon ve dig. 2011; Bikzad 2022). Bu fungus ile bulasik
agaclarda ilk asamada tepede deformasyonlar olusmaya baslarken, uzun yillar siiren
enfeksiyonlarda agaclar zayif diismekte ve herhangi bir stres faktdriine maruz
kaldiklarinda bu agaglar tek bir vejetasyon ddéneminde hayati fonksiyonlarini
kaybetmektedirler (Blumenstein ve dig. 2020; Capretti ve dig. 2013; Bikzad 2022).

Abies spp.’deki ana semptomlar, yaz aylarinda kirmizimsi kahverengiye doniisen ten
rengi ila sar1 renkli geritler veya benekleri igerir. Tiim ibreler nekrotik ve apsisli hale
gelebilir (Talge ve dig. 2010). Benzer semptomlar Pinus spp.’de Pan ve dig. (2018),
tarafindan P. yunnanensis iizerinde bildirilmistir. Cam ibrelerinde klorotik ve
kirmizims1 kahverengi lezyonlara neden oldugu, saglikli ibreler arasinda rastgele
dagilim gosterdigi rapor edilmistir. Ayrica Tinivella ve dig. (2014), tarafindan
yapilan ¢alismada P. halepensis'de yogun yaprak sararmasi ve kavrulmalar rapor

edilmistir.



S. polyspora, mevsimsel ibre nekrozu ile iligkilidir, ayrica S. polyspora
semptomlarinin ortaya ¢ikmasi birka¢ biyotik ve abiyotik faktore bagli oldugu
bildirilmistir (Talgg ve dig. 2010). S. polyspora, Avrupa ve Kuzey Amerika'da
kozalakli agag tiirlerinde, 6zellikle Pinus spp. ve Abies spp. tizerinde mevsimsel ibre
nekrozu ile siklikla iligkili olmakta ve tiim ibrelerde nekrozlara neden olmaktadir
(Talge ve dig. 2010). Bu fungus Giineybati Cin’de P. yunnanensis’te ibreler {izerinde
klorotik ve kirmizimsi kahverengi renkli lezyonlara neden olmaktadir, aksi takdirde
saglikli ibreler arasinda rastgele dagildigi gozlemlenmistir (Silva ve dig. 2020).
Ayrica ltalya’da da P. halepensis’de yogun yaprak sararmalar1 gdzlemlenmistir
(Tinivella ve dig. 2014). Portekiz’de bu fungusun farkli yaslardaki P. pinea
mescerelerinde dzellikle agaclarin iist aksamlarinda strgun éliimlerine neden oldugu,

ibrelerde ise krem-sar1 lezyonlara sebep oldugu bildirilmistir (Silva ve dig. 2020).

Mevsimsel ibre nekrozu, 25 yildan fazla bir siiredir Avrupa ve Kuzey Amerika’da
Abies spp. agaclarmin dallarinda ciddi bir renk bozukluguna neden olmustur.
Semptomlar her iki kitada Abies procera Rehd. A. nordmanniana ve A. grandis
bireylerinde gozlemlenmistir. Ayrica tomurcuk kirilmasindan yaklagik 2-4 hafta
sonra, ibrelerde nekrotik hale gelen klorotik lekeler ve bantlar gelistirmektedir (Talgo
ve dig. 2010).

2.5. Pinus brutia hakkinda Genel Bilgiler

Ulkemizdeki dogal ormanlar agag tiirleri bakimindan; igne yapraklilar, genis
yapraklilar ve bunlarin karigimi seklinde olugsmaktadir. Orman ekosistemi icerisinde
beslenen, zamanla populasyon ylikselmesine bagli olarak zararli durumuna gegen
bircok fitofag bocek, fungus ve organizmayi biinyesinde bulundurmaktadir (OGM
2021). Tirkiye 2020 yili verilerine gore ormanlik alanlar, iilke alaninin %29,4’tinii
kaplamaktadir. P. brutia yaklasik 5,2 milyon hektar alan1 kaplayarak Tiirkiye’de en
yaygin dagilisi bulunan igne yaprakli tiir oldugu bilinmektedir (OGM 2021). Bu
agacin dogal dagilimi, Bat1 Anadolu ve Orta Karadeniz Bolgelerinde de bulunmasina
ragmen, Tirkiye’nin Akdeniz ve Ege Bolgelerinin kiy1 bolgelerindedir (Sekil 2.1)
(Arbez 1974). Bu ¢am, Tiirkiye’nin gilineyi ve batisinda agaglandirmada kullanilan
ana turlerden biridir. P. brutia rejenerasyonunun kolaylig1 ve basaris1 nedeniyle uzun
yillardir yonetim faaliyetlerinde ylritulmektedir. Bu nedenle P. brutia, Tiirkiye’de

ormancilik ve 1slah programlari igin tercih edilen 6nemli bir tirddr (Koski ve Antola
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1993). Kizilgamin endiistriyel agaglandirmalar da dahil olmak iizere
agaclandirmadaki 6nemi gz Oniine alindiginda, P. brutia’nin patojenlere karsi
duyarliligi hakkinda bilgi, hastaliklar i¢in uygun yonetim ve kontrol seceneklerinin

gelistirilmesi oldukca dnemlidir.

Sekil 2.1. Pinus brutia’nin Tiirkiye’deki yayilis alanlar1 (OGM 2015)

Kizilgam Tiirkiye’de 1500 metreye kadar yayilis gosteren asli orman agacidir. 25 m
boy ve 60 cm’e kadar gap yapabilen geng¢ yaslarda piramit goriinimld, ilerleyen
yaglarda ise daha genis tepe ¢apina sahiptir. Kabuk genc¢ bireylerde duzgin boz
renkte iken yaglilarda derin yariklar meydana getirmektedir, esmer kirmizimsi renkte
ve kalin kabuk durumunda goriiliir. Kizilgam ismini ise bu morfolojik goriiniimiinden

almaktadir (OGM 2009).

Akdeniz ikliminin 6nemli tlrlerinden biri olan Kizilgam sicaklik istegi fazla olan
tipik bir 151k agacidir. Kislar1 iliman, yazlari sicak ve kurak olan yerlerde toprak
bakimindan zayif, kayalik, kiregli ya da kumsal yerlerde yetisebildigi gibi elverisli
iklim ve balgikli topraklarda kaliteli govdeye sahip olmakta ve ¢ok derine giden
kazik kok yapmaktadir. Ulkemizde dogal olarak yetisen ve en hizli blyiliyen asli agag
tiraddr.  Yetistigi bolgeler bakimindan kar kirmast ve devirmesi seyrek
gorulmektedir, si1g topraklarda firtina zarar1 ve donlara karsi hassas bir yapiya
sahiptir ayrica riizgar bu tiirin govde ve tepe sekillenmesinde Onemli rol
oynamaktadir (OGM 2009).
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3. LITERATUR OZETi

Eo ve dig. (2022), Seorak Dagi’nda bulunan Abies nephrolepis Maxim., Pinus
pumila Regel., Taxus cuspidata Sieb. et Zucc. var nana ve Thuja koraiensis Nakai.
tirlerinin endofit fungus varligini arastirdiklar1 ¢alismada toplam 108 endofitik
fungus izole etmislerdir. Bu funguslardan 35 endofitik fungus A. nephrolepis’ten 4
izolat, P. pumila’dan 11 izolat, T. cuspidata var. nana ve T. koraiensis’ten 12 izolat
elde edilmistir. Calismada elde edilen taksonlar; Agaricomycetes (%3,2),
Dothideomycetes (%29,0), Leotiomycetes (%15,0), Sordariomycetes (%41,9) ve
Orbiliomycetes (%1,6) Exobasidiomycetes (%3,1) olmak iizere 6 sinifa ayrilmistir.
Calismadan elde edilen en yaygin fungus tiirleri P. pumila’da S. polyspora (%22.7)
ve Xylariaceae spp. (%22,7), T. cuspidata var nana’da Phomopsis juglandina Sacc.
(%16,1) ve T. koraiensis’te Thuja-endophytes spp. (%70.0) olarak tespit edilmisir.
Tiim konukg¢u bitkilerden ortak bir endofitik fungus izole edilmemistir, fakat S.
polyspora ii¢ kozalakli agag tiiriinde de yaygin olarak tespit edilmistir. Her konukcu
bitkiden izole edilen endofitik funguslarin tiir ¢esitlilik indekslerinin karsilastiriimasi
sonucunda, endofitik funguslarin tiir ¢esitlilik indeksi (H') A. nephrolepi’te 1,39, P.
pumila’da 2,15, T. cuspidata var. nana ve T. koraiensis 'te 1,32 oldugu belirlenmistir.
Sonug¢ olarak, konukcu bitkiler ayn1 bolgede olsa bile, farkli konukgu bitkiler

arasinda farkli endofitik fungus topluluklari oldugunu goéstermistir.

Steel ve dig. (2022), diisiik ve yiiksek istila yogunluklarinda bulunan P. menziesii ve
Pinus contorta Dougl. ibrelerinden yaprak funguslarimi kiiltiirlemiglerdir. Elde
ettikleri funguslar1 Sanger sekanslamasi kullanilarak sekanslamiglardir. Funguslari,
P. contorta ibrelerinden daha buyik oranda P. menziesii’den izole etmislerdir. P.
menziesii ve P. contorta arasinda veya diisiik ve yiiksek yogunluklu istilalar arasinda
patojen zenginliginde bir degisiklik gdézlemlenmemistir. Bununla birlikte, yiiksek
yogunlukta diisiik yogunluktan daha fazla potansiyel olarak patojenik olan
funguslarin daha biiylik bir oran1 gézlemlenmistir. Caligmada, ana ve yaygin bir
patojen (Nothophaeocryptopus gaeumannii T. Rohde) ve bir dizi firsat¢1 potansiyel
patojen (6rn. S. polyspora, L. pinastri ve Alternaria alternata) belirlenmis ve ticari

mescerelere bu funguslarin yayilma olasiligina dikkat ¢ekilmistir.
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Cakar ve dig. (2022), Bolu yakinlarindaki Aladag Yaylalari’nda bulunan A.
nordmanniana subsp. equi-trojani agaglarinda yaptiklar1 ¢alismada siddetli
mevsimsel ibre nekrozu semptomlar: bildirmislerdir. Arastirma yapilan 1000
hektarlik alanda 300 bitkinin %60’inda semptomlar oldugu tespit edilmistir.
Semptomatik ibrelerden izole ettikleri funguslarin on gln icinde 45-75 mm ¢apinda
kahverengi ila koyu yesil koloniler gelistirdigini ve acervuli’den ¢ikan konidioforlar
dikdortgen seklinde oldugunu bildirmislerdir. Konidyumlar hiyalin, tek hcreli,
septasiz, ¢ok guttat, cogunlukla elips seklinde ve 6,8 (4,2 ila 10,7) x 2,8 (2,4 ila 4,25)
um Olgiilerinde rapor edilmistir. Referans izolat ribozomal DNA’sinin analizi igin
aralayict (ITS) bolgesi, ITSIF/ITS4 primerleri kullanilarak amplifiye edilmis ve
sekanslanmigtir. Dizinin BLAST arastirmasi, S. polyspora izolat1 ile %100 niikleotid
Ozdesligi gostermistir. Tim bitkiler, 18 saatlik bir 151k fotoperiyodu ile 20 °C’de
tutulmustur. Toplam 18 giin sonra, asilanan tiim dokularda mevcut mevsime 6zgi
tipik ibre nekrozu semptomlar1 ve floem bdlgelerinde nekroz gézlenmistir. Patojen
semptomatik dokulardan yeniden izole edilmistir. Bu ¢alisma, Tiirkiye’de S.
polyspora’nin neden oldugu A. nordmanniana’da mevsimsel ibre nekrozunun ilk

raporudur.

Silva ve dig. (2020), Portekiz’deki P. pinea mescerelerinde siirgiinlerde geriye dogru
6liim goriilen, siirglin 6liimleri bulunan ve ten rengi ila sar1 renkli lezyonlara sahip
ibreler bulunduran agaclardan o6rneklemeler gergeklestirmislerdir. Orneklenen
izolatlardan krem renkli spor kiitleleri ile kapli fungus kolonileri elde edilmistir. ITS
rDNA boélgesinin morfolojik ve filogenetik analizleri, bu izolatlarin S. polyspora
olarak tanimlanmasini saglamistir. Patojenisite testleri, fungusun kesilmis P. pinea
stirgiinlerinde lezyonlara neden oldugunu gostermistir. Gozlenen belirtilerin ¢am
fistig1 iiretimi {lizerinde olumsuz etkilere neden olabilecegini ve bu hastaligin
etkisinin degerlendirilmesinin gelecekteki arastirmalar i¢in énemini belirtmislerdir.

Bu ¢alisma P. pinea’da hastaliga neden olan S. polyspora’yi bildiren ilk ¢alismadir.

Cleary ve dig. (2019), Avrupa ve Kuzey Amerika’da elde edilen birka¢ Pinus
tirtiniin (Portekiz’den P. pinaster, P. radiata, P. strobus, P. sylvestris, P. mugo ve

Tiirkiye’den P. pinea dahil olmak {izere) asemptomatik tohumlarinda S. polyspora
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tespit etmistir. Bu bulgular, yayillma yollarinin ve fungus ile konakgilar1 arasindaki

etkilesimlerin daha iyi anlasilmasi gerektigini vurgulamaktadir.

Ridout ve dig. (2018), Idaho’nun kuzeyindeki karistk mescerelerde yaptiklart
calismada P. ponderosa agaglarinin ibrelerinden elde edilen funguslar arasinda S.
polyspora tlrind en yaygin fungus olarak tespit etmislerdir. Calismada, P.
ponderosa’nin yaprak mikrobiyomunda yaygin olan bir endofitik fungusun, ortaya
cikisi geciktiren kriptik bir patojen gibi davrandigi goriilmiistiir. Bir dizi deneyde, P.
ponderosa tohumlari ekimden 12 saat dnce bir S. polyspora suspansiyonu ile inokule
edilmistir. S. polyspora, konukcusu P. ponderosa’nin tohum ¢ikisin1 %30’°a varan
oranlarda azaltmistir. Ayrica, tetrazolyum kloriir ile yapilan canlilik testleri S.

polyspora’nin ¢imlenmeyi dnleyerek ¢ikist azalttigini géstermistir.

Pan ve dig. (2018), Giineybat1 Cin’de ki ¢alismalarinda P. yunnanensis’i istila eden
Tomicus minor Hartig. ve Tomicus yunnanensis Kirkendall & Faccoli.’in
govdelerinden ve galerilerinden toplanan 14 izolat, ITS sekans verileri ve morfolojik
Ozelliklerine bakilarak S. polyspora olarak tanimlanmistir. S. polyspora’nin P.
yunnanensis’e karst viriilensini degerlendirmek igin, fungus P. yunnanensis’in
govdelerine ve ibrelerine asilanarak patojenisite testleri yapilmistir. Sonuclar, 30
gundn sonunda S. polyspora ile asilamadan sonra floemdeki lezyon uzunluklarinin,
kontrol grubuna gore 6nemli 6l¢iide daha uzun oldugunu gostermistir. Ayrica fungus,
agillamadan 14 giin sonra ibrelerde kismen belirgin bir renk degisikligine neden
olmustur. S. polyspora’nm P. yunnanensis’in kok floemini ve ¢cam ibrelerini kolonize
edebildigini ve bu nedenle kabuk bocekleri ile yayildiktan sonra bu konukguya
ikincil zararlar verebilecegini gostermistir. Bu bulgu S. polyspora’nin kabuk
bocekleri ile bir iligkisi oldugunu, ancak spesifik olarak tiirlerle ilgili olmadigini
gostermektedir. Calisma, bu fungusun P. yunnanensis’in ibrelerini ve gévdelerini
kolonize edebildigini ve patojenik oldugunu dogrulanmistir. S. polyspora’nin
potansiyel olarak kotiledon nekrozuna yol agabilecegi tespit edilerek konukgu
direnci, patojen genotipi, inokulum verimliligi ve ¢evresel faktorler ile

iliskilendirilmektedir.

Mufioz-Adalia ve dig. (2017), Ispanya’nin Kuzeyi’ndeki Cantabria Bélgesindeki

Pinus radiata D. Don. mescerelerinde gergeklestirdikleri calismada iki Tomicus tlr(
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(Tomicus piniperda ve Tomicus destruens Woll.) tarafindan tasinan mikobiyota
taksonlarin morfolojik ve molekiiler tanimlanmasint ger¢eklestirmislerdir. Yapilan
bir dizi analiz sonucunda diisiik diizgiinliik ile orta diizeyde bir fungus ¢esitliligi elde
edilmistir. Calismada, S. polyspora 6nemli dlgiide tespit edilmis ve topluluga hakim
tdr oldugu goézlemlenmistir. Her iki bocek tiri de (T. piniperda ve T. destruens),
Fusarium circinatum Nirenberg & O’Donnell. tarafindan enfekte edilen P. radiata
mescerelerinden toplanmistir.  Topluluk ekolojisini  yonlendirebilecek ekolojik

faktorler ve funguslar ile kabuk bocekleri arasindaki foretik baglantilar arastirilmastir.

Prihatini ve dig. (2015), Tazmanya mescerelerindeki P. radiata bireylerinde
yaptiklar1 ¢alismada ibre funguslart cesitliliklerini kesfetmek icin kapsamli bir
calisma gergeklestirmislerdir. Bu galisma, bahar ibresi dokimdanin (Spring Needle
Cast, SNC) genel olarak gozlemlendigi yastan onceki bir yasta ¢am ibrelerindeki
fungus topluluklarinin bilesimi {izerindeki yagis, yiikseklik ve sicaklik ile tanimlanan
ortamin etkisini incelemek igin yapilmistir. Bu amacla, Tazmanya’daki 12 farkli
plantasyondan bahar dékimiinden 6nce 5 yasindaki P. radiata agaclarindan ibre
ornekleri toplanmistir. Yagis ve sicaklik i¢in mevsimsel bilesenler de dahil olmak
tizere iklim degiskenleri igin enterpolasyonlu veriler gelismis bir iklim veri
bankasindan elde edilmistir. Toplanan ibre 6rnekleri, klonlanmig polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) iriinlerinin DNA dizilimi kullanilarak igerdikleri funguslar
bakiminda arastirilmigtir. Klonlar operasyonel taksonomik birimler (Operational
Taxonomic Units, OTU’lar) halinde gruplanmis ve referans izolatlar ve halka agik
DNA veritabanlar1 ile karsilastirllarak miimkiin olan en diisilk taksonomik
seviyelerine gore tanimlanmistir. DNA dizilimi, ibre fungusu topluluklarinin, toplam
yillik yagis ve ibre yasina bagli olarak biiylik farkliliklar gosterdigini ortaya
koymustur. Cyclaneusma minus Butin, Dothistroma septosporum Dorog,
Lophodermium pinastri Schrad, Strasseria geniculata Berk. & Br. ve S. polyspora
gibi daha Once patojenik davranigla iliskilendirilen ibre funguslarinin timiinin
ibrelerde bulundugu bildirilmistir. Ayrica, DNA dizileri ile ayirt edilen 70
Ascomycetous OTU’dan 21’inin Teratosphaeriaceae’ye ait oldugu tespit edilmistir.
Sonuglar, P. radiata’nin ibrelerinde bulunan endofitik funguslara genel bir bakis
saglamistir. Teratosphaeriaceae’ye ait bir dizi tamimlanamayan OTU’ya ek olarak,
ibre dokiimii hastaliklar1 igin bilinen tiim patojenik tiirlerin 6dnceden ibrede mevcut

oldugu tespit edilmistir.
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Talgg ve dig. (2010), Norveg’te yaptiklar1 bir ¢alismada mevsimsel ibre nekrozu
semptomlar1 olan ibrelerin S. polyspora ile iliskili olup olmadigini belirlemek igin
Avusturya, Danimarka, Almanya, Norve¢ ve ABD’den toplanan semptomatik
ibrelerden izolasyonlar yapmislardir. Tomurcuk kirilmasindan yaklasik 2-4 hafta
sonrasinda, ibreler nekrotik hale gelen klorotik lekeler ve bantlar gelistirmistir.
Semptomlar her iki kitada asil goknar (A. procera), Kazdagi goknar1 (A.
nordmanniana) ve buyik sahil goknari (A. grandis) flzerinde gozlenmistir.
Mevsimsel ibre nekrozu ABD, Danimarka ve Irlanda’dan etiyolojisi bilinmeyen
fizyolojik bir bozukluk olarak rapor edilmis, ancak Almanya, Avusturya ve
Norveg’te K. abietis  fungusu ile iliskilendirilmistir. Avusturya, Danimarka,
Almanya, Norve¢ ve ABD’de ki A. nordmanniana mescerelerinden 2007 yilinda
toplanan semptomatik ibre 6rnekleri morfolojik olarak incelenmis ve K. Abietis’e
benzeyen bir fungus izole edilmistir. Bu Kkiltiirlerin ribozomal DNA’simin dahili
kopyalanmis aralayici (ITS) bolgesinin ve ayrica Almanya’dan bir K. abietis referans
kiiltiriniin sekanslanmasi, S. polyspora’nin imperfekti olan H. dematioides ile
sonuglanmistir ve bu nedenle taksonomisi daha fazla tartisilmistir. A. nordmanniana
fideleri ve bes iilkenin tamamindan S. polyspora izolatlari ile yapilan agilama testleri,
mevsimsel ibre nekrozu semptomlariin gelismesiyle sonuglanmistir. Ayrica, 2009
yilinda S. polyspora, Slovakya’da toplanan A. nordmanniana’nin semptomatik
ibrelerinden de izole edilmistir (Talgg ve dig. 2010).
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4. MATERYAL ve YONTEM

Bu proje calismasina ait arastirmalar, asagida verilen temel asamalar gergevesinde
gerceklestirilmistir. Bu asamalarin gergeklestirilmesinde izlenen adimlar, kullanilan

materyal ve yontem ilgili bélimlerde (Sekil 4.1.) agiklanmustir.

+Fungal
= Izolasyonlar
*Ornek Alanlarin “Fun }I,
Belirlenmesi ve ungal
. verilerin Karakterizasyon
SORVEY toplanmasi LABORATUAR Calismalari

CALISMALARI

CALISMALARI (Morfolojik ve
Molekiler
Karakterizasyon)

+ Patojenisite
Calismalar

*Hastalik
Siddetinin
Belirlenmesi

Sekil 4.1. Arastirma Asamalari

4.1. Materyal
Arastirmanin ana materyalini 5 farkli mescerede bulunan kizilgam bireyleri ve bu
agaglarda mevsimsel ibre nekrozuna neden olan fungal etmen olusturmaktadir.

4.1.1. Arastirma alam

Sorveylerin gerceklestirildigi kizilgam mescereleri, Denizli ili Beyagag ilgesi miilki

smirlari (Sekil 4.2) igerisinde yer almaktadir.
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Sekil 4.2. Arastirma alan1 yer bulduru haritasi

Arastirma alanlar1 idari olarak Denizli Orman Boélge Miidiirliigii, Eskere
Orman Isletme Miidiirliigii, Eskere Orman Isletme Sefligi ve Esenler Orman Isletme

Sefligi sinirlart icinde yer almaktadir.

4.1.2. Sorvey calismalari

Sorvey calismalar1 2022 yilinin Haziran-Agustos aylarinda ylriitiilmustiir.

Sorvey calismalarinda izlenen adimlar ilgili boliimlerde agiklanmaistir.

4.1.2.1. Ornek Alanlarin Belirlenmesi

Aragtirma alaninda siirglinlerde geriye dogru O6lum, strgin o6limleri ve
lezyonlu ibreler gosteren semptomatik agaglarin bulundugu 5 farkli kizilgam

mesceresi tespit edilerek 6rnek alanlar belirlenmistir.

4.1.2.2. Verilerin toplanmasi ve 6rnekleme

Mescere Olglimleri ve orneklemeler, 20 m uzunlugunda ve 20 m genisligindeki
transekt ¢izgi lzerinde yapilmistir. Esylikselti egrilerine paralel olarak, 20 m
uzunlugundaki seritmetre hastalik ocaklarindaki bireyleri i¢ine alacak sekilde bir
baslangic noktasi belirlenerek alana sabitlenmistir (Ranta ve Saloniemi 2005; Oskay

2014; Aday Kaya ve dig. 2019). Ornek alanlarda bulunan mescerelerin konukcu
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ozellikleri (yas, ¢ap, boy), aktiiel mescere tipi ve hastalik siddeti verileri (Tablo 4.1)
arazi karnesine not edilmistir. Ornek alanlarda bulunan kizilgam bireylerinden
izolasyon icin toplanan nekrozlu ibre ve siirgiinler ornegin alindigi ornek alan
numarasi, 0rnek numarasi ve O0rnekleme tarihinin yazildigi etiketlerle birlikte kese
kagitlar1 igerisinde uygun kosullarda saklanarak laboratuvara getirilmistir. Ornekler

incelemeye alinana kadar 4°C + 1°C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 4. 1. Ornek alanlarda bulunan Pinus brutia mescerelerine ait veriler

Ornek Seflik ve Mescere Aktdel Toplam Ig:tlei:gn Ort. Ca Ort. Bo
alan no bilme no lel mescere | agag sayisi 9 agac (c.m) P (m) Y Koordinat
y tipi | (20x20'm) &
sayisl
37.20787724°K
1 Eskere-78 15-20 Cza3 52 27 7,725 3,08+2,0 28.91676023°D
37.17944115°K
2 Esenler-117 30-40 Czb3 33 14 23,7+12,1 | 8,1#6,3 28.99843533°D
37.17396085°K
3 Esenler-118 15-20 Cza0 22 13 12,3+4,5 5,6£3,7 28.99311831°D
37.21075263°K
4 Eskere-79 15-20 Cza3 49 23 8,6+2,4 4,0£1,5 28.92152289°D
37.21487916°K
5 Eskere-83 15-20 Cza0 25 16 15,3+3,5 7,6£3,3 28.93175065°D

4.1.2.3. Ornek alanlarda hastahk siddetinin belirlenmesi

Hastalik etmeninin neden oldugu hastalik siddetini belirlemek amaciyla her 6rnek
alanda 1 ile 5 arasinda bulunan hastalik siddeti skorlamasi (Tablo 4.2)
gerceklestirilmis ve arazi karnesine kayit edilmigstir. Hastalik siddeti Townsend
Heuberger formali (Townsend-Heuberger 1943; Aday Kaya ve dig. 2019)
kullanilarak hesaplanmaistir.
Hastalik siddeti (%) = [2(n.V)/Z.N] x 100
n = farkli hastalik skalasinda bulunan 6rnek sayisi
V = skala degeri,

Z = en biiyiik skala degeri,

N = toplam 6rnek sayis1
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Tablo 4. 2. P. brutia mescerelerinde kullanilan hastalik siddeti skorlamasi

Zarar
Skor Semptomlar
sinifi
1 Hasar yok
2 Hafif hasar | <bes ana dalda gelismis yaprak dokiimii
Birkag (>bes) ana dal veya bir biitiin tag, dal gruplari ciddi sekilde
3 Orta hasar
zarar gormus
4 Ciddi hasar | Ana dallarin ¢ogu ciddi sekilde hasar gormiis
5 Olu
4.2. YOntem

4.2.1. Laboratuvar calismalari

Bu arastirmanim laboratuvar calismalari, Pamukkale Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Fungal Biyoteknoloji Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Calismada aga¢ dokularinda
fungal konidi olusumlarini gézlemek i¢in stereo mikroskop, spor yapilarini gozlemek
icin 151k mikroskobu (Olympus, CX21), besi ortamlarinin hazirlanmasinda kullanilan
sterilizasyon aletleri; etiv (Wiseven, Fuzzy Control System), otoklav (Nive, NC
40M)), terazi (Precisa, XB 220A ve Mettler Toledo, PB 602-L) ve aseptik kosullarda
caligma imkan1 saglayan mikrobiyolojik glivenlik kabini (Nive, Class 1I, MN 120)
kullanilmistir. Laboratuvarda, funguslarin istenilen sicakliklarda gelistirilmesi ve
saklanmast i¢in inkubatdrler ve buzdolaplart da mevcuttur. Molekiiler
karakterizasyon islemleri g¢eker ocak, PCR cihaz1 (Kyratech.) (Sekil 4.3b), Jel
elektroforezi (Cleaver scientific nanoPAC-300P) (Sekil 4.3a), Jel Goruntileme
Cihaz1 (Cleaver scientific, gelLite), Microplate reader (Epoch, Biotek.), santrif(j
(Alfagen, 15K), vorteks (Dragon Lab, MX-F), su banyosu (Nukleon Laboratory

Equipment) gibi alet ve ekipmanlarla gergeklestirilmistir.
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Sekil 2.3. Molekiiler ¢aligmalarda kullanilan cihazlar; (a) Elektroforez, (b) PCR cihazi

4.2.1.1. Fungal izolasyonlar

[zolasyon, fungusun tanisi igin 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
Patates Dekstroz Agar (PDA; Merck, Almanya) kullanilmigtir. Hazirlanan besi
ortamlar1 otoklavda 121 °C’de 20 dakika steril edildikten sonra, antibakteriyel madde
olarak 0,5 mg/ml streptomisin siilfat eklenerek 9 mm c¢apindaki petri kaplarina

dokiilmiistiir.

Makroskobik ve mikroskobik incelemeler sonrasinda, her bir agagtan Orneklenen
semptomatik ibreler ve sirglnler yiizey sterilizasyonu islemine tabi tutulmuslardir.
Yiizey sterilizasyonu i¢in ¢esme suyu ile yikanan ibreler 2 dk. %70’lik ethanolde, 5
dk. %4’liikk NaOCl’de, 30 sn. %70’lik ethanol’de, 1 dk steril su ile muamele edilerek
kurumaya birakilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra ibrelerde goriilen lezyonlu
kisimlar giivenlik kabini i¢erisinde kiigiik parcalara ayrilarak 0,5 mg/ml streptomisin
stilfat iceren %2’lik PDA besi ortamina yerlestirilmistir. Kiiltiirler 7 glin boyunca 25
+ 1°C ayarl inkubatorde inkube edilmistir. Bitki dokularinda gelisen hifler tekrar
PDA besi ortamina aktarilarak saflastirilmis ve elde edilen tek spor kiiltiirler 25 +
1°C’de inkube edilmistir (Silva ve dig. 2020).

Ayrica ibre ve siirglinler iizerinde iireme yapilart bulunmasi durumunda

stereomikroskop altinda igne yardimiyla alinan sporlar yine 0,5 mg/ml streptomisin
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stilfat iceren %2’lik PDA besi ortamina yerlestirilmistir ve kultrler 7 giin boyunca
25 + 1°C ayarl inkubatoérde inkube edilmistir.

4.2.1.2. Fungal Teshis ¢calismalari
4.2.1.2.1. Morfolojik karakterizasyon ¢alismalari

Geleneksel yontemlerle teshiste funguslarin morfolojik 6zellikleri esas alinmaktadir.
Fungusun, makroskobik ve mikroskobik ozellikleri esas alinarak teshisi, konuyla
iliskili ¢esitli kaynaklardan yararlanilarak gergeklestirilmistir (Ryvarden 1978;
Bernicchia 2005). Fungus sporlarinin makroskobik 6zellikleri kiiltiir rengi ve sekli
kullanilarak, mikroskopik 6zellikleri ise sporlarin rengi, sekli, ¢ceperlerinin 6zellikleri
ve spor biiylikliikleri incelenerek belirlenmistir. Fungal kiiltlirlere ait koloni ve
konidial morfoloji yapilar1 fotograflanarak kayit altina alimmistir. Konidiler 1sik
mikroskobu altinda incelenerek boyutlart 100X’de Olympus DP-Soft programinda
olgiilmiistiir. Elde edilen izolatlar Pamukkale Universitesi, Fungal Biyoteknoloji

Laboratuvarinda +4 C°’de saklanmaktadir.

4.2.1.2.2. Molekiiler karakterizasyon calismalari
Genomik DNA izolasyonu

Morfolojik karakterizasyonlar1 dogrulamak amaciyla molekiiler karakterizasyon
caligmalar1 yapilmistir. Elde edilen izolatlar DNA ektraksiyonuna hazirlamak
amaciyla lizerinde selofan membran bulunan PDA (%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 tipler igerisinde aktarilmis ve DNA izolasyonu yapilincaya kadar -20 °C’
de muhafaza edilmistir. Dondurularak kurutulan miseller, steril porselen havan
icerisinde iyice ezilerek toz haline getirildikten sonra steril eppendorf tlpler igerisine
alimmustir. Total genomik DNA, High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche,
Almanya) kullanilarak, kit icerisinde bulunan protokole gore ekstrakte edilmistir.
Izole edilen DNA’lar yogunluklarinin ve safliklarnin belirlenmesi amaciyla
Microplate reader kullanilarak ol¢iilmiistiir. Yeterli konsantrasyon ve kaliteye sahip

DNA’lar PCR amplifikasyonlarinda kullanilmak iizere +4 °C’de saklanmistir.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR amplifikasyonlarinda rDNA’1n ITS gen bdlgelerinin dizi bilgisi kullanilmastir.
ITS bolgesinin  gogaltilmasinda ITS1-1TS4 primer ciflerinden (Tablo 4.3)
yararlanilmistir (White ve dig. 1990).

Tablo 4. 3. Calismada kullanilan primer ¢ifti

Primer Yon | Primer dizileri (5°-3) Hedef gen | Kaynak

bdlgesi
ITS1 Ileri TCCGTAGGTGAACCTGCGG | ITS White ve dig. 1990
ITS4 Geri TCCTCCGCTTATTGATATGC | ITS White ve dig. 1990

PCR reaksiyonlar1 Xpert Fast Hotstart Mastermix (Grisp, Portugal) ile
gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlari

Tablo 4.4’te sunulmustur.

Tablo 4. 4. PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlari

Bilesen Stok Kons. (25 pl)
Xpert Fast Hotstart Mastermix (2x) 12,5 ul

Forward primer (5 pmol/ul ) 2 ul

Reverse Primer (5 pmol/pl ) 2 ul

Template DNA 0,25-10 pl
PCR-grade water 25 ul’ye tamamlanir

Konvansiyonel PCR i¢in kullanilan kit protokolii kullanilarak PCR cihazinda protokol
(Tablo 4.5) olusturulmustur. PCR ig¢in reaksiyon karigim islemi tamamlandiktan sonra
PCR tiipleri konvansiyonel PCR cihazinin kuyucuklarina yerlestirilerek PCR protokolii
uygulanmistir.

Tablo 4. 5. PCR sicaklik ve dongii kosullar

Safha Sicaklik (°C) | Sure | Dongii sayisi
On denatiirasyon 95 3dk |1
Denatirasyon 95 15sn

Baglanma 55 15sn | 40

Uzama 72 15sn

Son uzama 72 3dk |1
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Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforez islemi ile dogrulanmasi i¢in %1 lik agaroz jel kullanilmistir.
Agaroz jel hazirlanirken 1 g agaroz (BIOMAX) tartilarak temiz bir erlen igerisine
konulduktan sonra zerine 100 mL 1x Tris Borate EDTA buffer (TBE) tamponu
eklenmistir. Daha sonra, agarozun TBE tamponu igerisinde homojen sekilde erimesi
icin mikrodalga firinda (600 Watt) polimer tamamen eriyinceye kadar kaynatilmistir.
Hazirlanan jel oda sicakligina geldikten sonra i¢ine 3 plL Xpert Green DNA Stain
(GRISP) eklenmistir. Elektroforez tankinda kullanilan tepsiye uygun bir tarak
yerlestirildikten sonra, hazirlanan agaroz hava kabarcig1 olmayacak sekilde dikkatli
bir sekilde dokiilmiistiir. Dokiilen jelin oda sicakliginda donmasi saglanmistir. Jel
donduktan sonra tepsi kenarindaki silikonlar dikkatli bir sekilde ¢ikarilmis ve tank
igerisine yerlestirilmistir. Ardindan, daha onceden hazirlanan 1x TBE tamponu
agaroz jel yiizeyinin iizerini kaplayacak sekilde ilave edildikten sonra tarak dikkatli

bir sekilde jelden ¢ikarilmistir.

Elde edilen PCR iiriinleri i¢in, jeldeki her bir kuyucuga 5 uL. DNA, 1 uL. GRS DNA
Loading dye karistirilarak yiiklenmistir. DNA’nin boyutlandirmasini yapabilmek
amaciyla belirte¢ olarak 100 bp’lik GRS DNA Ladder (GRISP) kullanilmustir.
Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra giic kaynagina baglanan elektroforez tankina
120 V gu¢ uygulanarak, agaroz jele yiiklenen 6rnekler 45 dakika boyunca karanlikta
yiriitiilmiistlir. Siire sonunda agaroz jel goriintiileme sistemine dikkatli bir sekilde
tasinmustir. Jel goriintiileme sisteminde elektroforez islemi siiresince ylriimiis olan
DNA ladder ve karsilik gelen PCR iirin bantlar1 karsilastirilarak dogrulama
yapilmistir.

DNA dizileme ¢alismalar ve tUr tayini

PCR firiinlerinin dizileme iglemleri ticari bir firma araciligr ile gergeklestirilmistir.
Elde edilen DNA dizileri diizenleme islemlerinin ardindan NCBI (National Center
for Biotechnology Information) Gen Bankasinda (NCBI veri tabani) yer alan diger

dizilerle nucleotide BLAST algoritmas1 kullanilarak karsilastirilmistir.
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4.2.1.3. Patojenisite calismalari

S. polyspora izolatlarinin patojenisitesinin belirlenmesi amaciyla inokulasyon

calismalari gerceklestirilmistir.

Denemede kullanilan fidanlar

Bu calisma kapsaminda gergeklestirilen patojenisite denemesinde Denizli
Karahasanli Orman Fidanli’gindan temin edilen 2 yash, tipli, 30 adet P. brutia
fidan1 kullanilmistir. Kullanilan fidanlarin ortalama ¢aplar1 0,6 cm, ortalama boylari
ise 28 cm olarak ol¢iilmiistiir. Patojenisite ¢alismalarinda kullanilan izolatlar her
ornek alan icin PDA besi ortamindaki gelisme hizlarina gore se¢ilmis ve inokulasyon

yapilmistir.

Denemede kullanilan fungal izolatlar

Denemede her bir érnek alandan 1 adet fungal izolat temsilen secilerek toplam 5
izolat patojenisite caligmalarinda kullanilmistir.  Patojenisite  ¢alismalarinda

kullanilan izolatlar Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4. 6. Patojenisite ¢aligmalarinda kullanilan izolatlar

izolat no

Ornek alan1 | Ornek alan2 | Ornek alan 3 | Ornek alan 4 | Ornek alan 5
ES1CZ1 ES2CZ2 ES3CZ1 ES4CZ5 ES5CZ3

Patojenisite denemelerinin kurulmasi

S. polyspora inokulumlarinin hazirlanmasi igin izolatlar 2%’lik PDA besi ortaminda
yeniden kiiltiire alinarak 10 gilin boyunca 25°C’de karanlikta inkubatdrde inkube
edilmistir. In vivo denemelerde her bir izolat 5 tekerriirlii olacak sekilde P. brutia
fidanlarinin siirgiinlerine asilanmistir. Denemede kullanilan deneme deseni; 1
konukgu tiir x 5 fungal izolat x 5 tekerriir =25 + 5 (kontrol fidani) seklindedir.
Toplamda 5 adet kontrol fidan1 olmak tizere 30 adet fidan patojenisite ¢caligmalarinda
kullamlmistir. Oncelikle siirgiinler bir pamuk yardmmiyla %70’lik ethanol ile
temizlenmis (Sekil 4.4a), steril bir mantar delici ile floem tabakasi uzaklastirildiktan
sonra (Sekil 4.4b), acilan dairesel oyuga S. polyspora ile bulasik agar plaklart (Sekil

4.4c, Sekil 4.4d) yerlestirilmistir. Plaklar yerlestirildikten sonra steril pamuk
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koyularak parafilm ile sikica sarilarak plagin sabitlenmesi (Sekil 4.4e) ve dis
etkenlerden korunmasi saglanmistir. Her bir kontrol fidaninin gévdesine ise fungus
icermeyen steril agar plaklart koyulmus ve steril pamuk koyularak parafilm ile
sartlmigtir (Sekil 4.4f). Calismada kullanilan odanin sicakligi 18-20 °C olarak

ayarlanmig ve fidanlar gereksinimleri 6l¢iisiinde sulanmistir.
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Sekil 4.4. Patojenisite ¢alismasina ait asamalar; (a) %70’lik ethanol ile inokule edilecek
alanin temizlenmesi, (b) steril mantar delici ile siirglin tizerine yara agilmast, (¢) S. polyspora
izolatindan fungal plaklarin alinmasi, (d) fungal plaklarin bitkiye yerlestirilmesi, (e) inokule
edilen alanin parafilm ile sarilmasi, (f) inokulasyon c¢alismasi tamamlanmig P. brutia
surgunu.

4.2.2. istatistiksel degerlendirme

Calismada elde edilen bulgularin degerlendirilmesi MiniTab 16 istatistik
programinda gerceklestirilmistir. Oncelikle verilerin basit varyans analizi (Anova
Testi) yapilmistir. Anova testi sonucunda istatiksel agidan farkliligin ortaya ¢ikmasi

durumunda, farkli gruplarin tespiti i¢in Duncan testi kullanilmigtir.
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5. BULGULAR

Sorvey ¢alismalart 2022 yilinin Haziran-Agustos aylarinda Denizli Eskere Orman
Isletme Miidiirliigii smirlart icinde yer alan kizilgam mescerelerinde
yiriitilmiistir. Arastirma alaninda siirgiin - 6liimleri, lezyonlu ibreler ve
stirgiinlerde geriye dogru oliim gosteren semptomatik agaclarin (Sekil 5.1)
bulundugu 5 farkli mescere tespit edilerek 6rnek alanlar belirlenmistir. Mescere
Ol¢iimleri ve orneklemeler 20 m uzunlugunda ve 20 m genisligindeki transekt
cizgi tlzerinde yapilmistir. Egyiikselti egrilerine paralel olarak, 20 m
uzunlugundaki seritmetre hastalik ocaklarindaki bireyleri i¢ine alacak sekilde bir

baslangi¢ noktas1 belirlenerek alana sabitlenmistir.

Sekil 5.1. Mevsimsel ibre nekrozu ve surgtin 6limi gosteren kizilgam bireyleri.

Bes Ornek alanda olmak iizere toplam 156 kizilgam bireyinde hastalik siddeti
Olctimleri yapilmistir. Arazide degerlendirilen 77 agacin tiimiinde farkli seviyelerde
mevsimsel ibre ve siirgiin nekrozu tespit edilmistir. Mescerelerde ortalama hastalik
siddeti ve baskin hastalik siddeti sinifi toplanan veriler ile (Tablo 5.1) yapilan
analizler sonucunda degerlendirilmistir. Mescerelerde ortalama hastalik siddeti %38
ila %62 (ortalama = %47) arasinda degismistir. Baskin hastalik siddeti sinifi orta
seviye (skor =3) olarak belirlenmistir.
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Tablo 5. 1. Ornek alanlara ait hastalik siddeti verileri

Ornek Alan Toplam Agac¢ Sayisi Belirti Gosteren | Hastalk siddeti | Hastalik siddeti

No (20x20 m) Agag Sayisi (%) sinifi
(1-5)

1 52 27 62 4

2 33 14 45 3

3 22 13 42 3

4 49 23 38 3

5 25 16 48 3

Fungusun mevsimsel ibre nekrozu ile iliskili oldugu ve tum ibrelerde nekrotik ve
apsisli hale gelebildigi tespit edilmistir. Semptomlu ibreler klorotik ve kirmizimsi
kahverengi lezyonlar gosterirken bu ibreler saglikli ibreler arasinda rastgele dagilim
gostermektedir. Fungusun agacglarin tag kisminda geriye dogru oliimlere ve yogun

ibre dokilmesine sebep oldugu kanisina varilmastir.

Calismada semptomlu agaglardan her biri farkli agagtan olmak {izere toplam 68 adet
S. polyspora izolati1 elde edilmistir (Sekil 5.2). Elde edilen fungal izolatlarin teshisi;

geleneksel (klasik) yontemlerle morfolojik 6zelliklerden faydalanilarak yapilmistir.

Sekil 5.2. Fungusun izolasyonu (a) Kizilgam bireylerinden toplanmus (reme Yyapisi
bulunduran ibreler (b) Sydowia polyspora’nin ibrelerden izolasyonu (C) PDA besi ortaminda
saflastirilmig Sydowia polyspora kolonisi.
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Fungal izolatlarin makroskobik 6zellikleri; kolonilerin rengi, sekli ve yapisi (Sekil
5.3) kullanilarak belirlenmistir.

Sekil 5.3. Sydowia polyspora’nin %2’lik PDA besi ortaminda 20 °C’de karanlikta inkube
edilmis 4 farkli morfotipte 10 giinliik koloni goriintiisU.

Fungal izolatlarin mikroskopik ozellikleri ise sporlarin rengi, sekli, ceperlerinin

Ozellikleri ve spor biiyiikliikleri (Sekil 5.4) incelenerek belirlenmistir.

'[ength 211 pm

Length 4,62 pm

Sekil 5.4. Sydowia polyspora’nin 1sik mikroskobu altinda lactophenol cotton blue ile
hazirlanmis hyaline konidialari.

Elde edilen sonuglara gore S. polyspora izolatinin kolonilerinin tiimii, baslangigta %2
PDA besi ortaminda beyaz kenarli krem rengindedir daha sonra koyu kahverengi ila
grimsi siyah renge donmiistiir. izolatlar septat olmayan, elipsoid, hiyalin ve
multigutulate sporlar bulundurmaktadir. Miselyum, bazen dallanan ve enteroblastik
konidia Ureten koniojen htcreler gibidir. Konidia, hiyalin, tek hicreli, septat
olmayan, multigutat, esas olarak elipsoiddir ve 30 sporda ortalama 5,7 x 3,2 um

olarak olarak Ol¢tilmiustir.

Morfolojik karakterizasyonlart1 dogrulamak amaciyla her alandan bir tane olmak
tizere 5 temsilci izolat DNA ektraksiyonuna hazirlamak amaciyla lizerinde selofan
membran bulunan MEA (%2) besi ortaminda 24 °C’ de ortalama 10 giin boyunca
inkube edilmistir. Bu silirenin sonunda besi ortaminda gelisen miseller, selofan

membran iizerinden dikkatli bir sekilde kazinarak, eppendorf tiipler igerisinde
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aktarilmis ve DNA izolasyonu yapilincaya kadar -20 °C’ de muhafaza edilmistir.
Dondurularak kurutulan miseller, steril porselen havan igerisinde iyice ezilerek toz
haline getirildikten sonra steril eppendorf tlipler icerisine alinmistir. Total genomik
DNA, High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Almanya) kullanilarak, kit
icerisinde bulunan protokole gore ekstrakte edilmistir. izole edilen DNA’lar
yogunluklarinin ve safliklarinin (Tablo 5.2) belirlenmesi amaciyla microplate reader

kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Tablo 5. 2. Total genomik DNA’larin saflik ve konsantrasyonlari

ES1CZ1 1.73 260/280
12.606 ng/uL
ES2CZ2 2.174 260/280
14.741 ng/uL
ES3CZ1 1.745 260/280
19.063 ng/pL
ES4CZ5 1.731 260/280
13.452 ng/uL
ES5CZ3 2.107 260/280
17.31 ng/uL

PCR reaksiyonlar1 ITS1-1TS4 primer cifti ile Xpert Fast Hotstart Mastermix (Grisp,
Portugal) kullanilarak (Sekil 5.5) gerceklestirilmistir.

Spl Sp2 Sp3 Spd Sp5 PC NC

L]

Sekil 5.5. Tire 6zgu ITS1-ITS4 primer cifti ile gergeklestirilen PCR amplifikasyon {iriinleri.
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ITS1-ITS4 primer cifti ile gerceklestirilen PCR firiinleri, ayn1 primer giftleri
kullanilarak, ABI 3730XL Sanger dizileme cihazinda (Applied Biosystems, Foster
City, CA), BigDye, Terminator v3.1 Cycle Dizileme Kiti ile (Applied Biosystems,
Foster City, CA) dizilenmistir. Sanger dizileme islemi ticari bir firma araciligiyla
(BM LABOSIS, Ankara, Tiirkiye) gergeklestirilmistir. Elde edilen niikleotit dizileri,
dizi benzerliklerini belirlemek igin GenBank arastirmasinda kullanilmigtir (NCBI -
Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi). En benzer ve bazi dis grup dizileri NCBI veri
tabanindan segilerek ve BioEdit sliriim 7.2.6 yazilimi kullanilarak hizalanmistir. Elde
edilen sonuglar, ITS sekanslarinin timinun BLAST analizinin, daha 6nce bildirilen
NCBI GenBank S. polyspora sckanslariyla >%98 benzerlikle izolatlarin
tanimlanmasini  dogruladigin1  géstermistir. ES1CZ1 nolu izolat, S. polyspora
MK907720.1 kodlu izolat ile %99,81 dizi benzerligi goéstermistir. ES2CZ2 nolu
izolat, S. polyspora MT663478.1 kodlu izolat ile %99,81 dizi benzerligi gostermistir.
ES3CZ1 nolu izolat, S. polyspora OK576253.1 kodlu izolat ile %98,70 dizi
benzerligi gostermistir. ES4CZ5 nolu izolat, S. polyspora MK907720.1 kodlu izolat
ile %98,90 dizi benzerligi gostermistir. ES5CZ3 nolu izolat ise S. polyspora
EU877261.1 kodlu izolat ile %99,62 dizi benzerligi gostermistir.

Iki aylik inkubasyon siiresinin sonunda patojenisite galismalar1 asilanan siirgiinlerde
enfeksiyon sikliginin %90 oldugunu gostermistir. Yapilan testlerde asilanan
strgunlerin floeminde, asilanan noktalarin digina tasan nekrotik alanlar (Sekil 5.6)
gozlenmistir. Tim bu asilanmis siirgiinlerden S. polyspora izolatlart PDA besi
ortamina yeniden izole edilmistir. Kontrol siirglinleri higbir hastalik belirtisi
gostermemistir. Calismada kullanilan fidanlarda inkubasyon siiresi boyunca hig 6lim
gerceklesmemistir. Ornek alan 1 ve 2’den elde edilen (ES1CZ1 ve ES2CZ2) iki
izolat diger izolatlara nazaran 6nemli 6l¢iide daha genis lezyonlara sebep olmustur.
Konukgularda meydana gelen lezyon boyu ve lezyon enine ait aritmetik
ortalamalarinin kontrolii basit varyans analizi (Anova testi) ile yapilmis ve elde

edilen sonuclar Tablo 5.3°de gosterilmistir.
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Tablo 5. 3. Konuk¢ularda meydana gelen patojenisite degerleri (mm)

izolat 1 izolat 2 izolat 3 izolat 4 izolat 5
Lezyonboyu | 16,1 (0,02)'a2 | 15 (0,02)a | 10,2 (0,00)b | 8000 bc | 7 (0.01) ¢
Lezyon capt | 8(0,02) b 172(0.03)a | 5(001)¢ 54(000)c | 6(001)be

1: Standart sapma, 2: Duncan testine gore; testine gore olusan homojen gruplar her satirda harflerle gosterilmistir. Lezyon boyu

ve lezyon eni i¢in (P<0,05) bulunmustur.

Patojenite testlerinin sonuglari ve S. polyspora’nin semptomatik ibrelerden yeniden

izolasyonu, S. polyspora’nin mevsimsel ibre nekrozu gelisiminde rol oynadigini

acik¢a gostermektedir.

Sekil 5.6. Patojenisite ¢alismasi a) Sydowia polyspora ile inokule edilmis kizilgam fidani b)
kizilgam siirgliniiniin floeminde inokulasyon noktasinin disina ¢ikan nekrotik alan c) kontrol

fidam
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6. TARTISMA

S. polyspora kozalakli agaglarda yasayan yaygin bir fungus tiiriidiir ve genellikle
asemptomatik bitkilerde ve tohumlarda epifit (Kowalski ve Kehr, 1996; Kowalski ve
Pozdzik, 1993) veya endofitik olarak ortaya ¢ikmaktadir (Sieber-Canavesi ve Sieber,
1993). Ayrica bu fungus abiyotik veya biyotik stres kosullar1 altinda kolonize bir
konukguda patojenik hale gelebilmektedir (Ridout ve Newcombe, 2018; Talge ve
dig. 2010). Fungus Avrupa ve Kuzey Amerika’da 0zellikle Abies spp. ve Pinus spp.
gibi kozalakli tiirlerde mevsimsel ibre nekrozu ile iliskilendirilmektedir (Talge ve
dig. 2010; Tinivella ve dig. 2014; Pan ve dig. 2018; Silva ve dig. 2020). Ekonomik
Oonemi nedeniyle basta Akdeniz olmak iizere bir¢ok bdlgede en onemli fungal
tirlerden biri olarak kabul edilmektedir (Silva ve dig. 2020). Fungusun Pinus spp.
lizerinde bulunan baslica semptomlar1 arasinda; ibreler lizerinde yaz aylarinda
kirmizims1 kahverengiye doniisen ten rengi ila sar1 renkli seritler veya benekler
bulunmaktadir (Tinivella ve dig. 2014; Pan ve dig. 2018; Silva ve dig. 2020).
Ibrelerde klorotik lezyonlara neden olan fungus, saghkli ibreler arasinda rastgele
dagilmis sekilde bulunabilmektedir (Pan ve dig. 2018). Bu fungus Abies tirlerinin
enfekte olmus dokularindan da izole edilmistir (Talgg ve dig. 2010). Tinivella ve dig.
(2014), italya’da P. halepensis’in hastalikli ibrelerinden S. polyspora’nin sorumlu
oldugunu bildirmistir. S. polyspora, P. yunnanensis’in kok floemini ve ¢gam ibrelerini
kolonize edebilmektedir (Pan ve dig. 2018). Ayrica P. pinea’da hastaliga neden
oldugu da bildirilmistir (Silva ve dig. 2020). Lazarevic ve Menkis (2022), S.
polyspora’nin abiyotik strese maruz kalan Giiney Avrupa’daki Abies concolor’un ani
Oliimiiyle iligkili oldugunu bildirmistir. Tirkiye’de, S. polyspora tarafindan
mevsimsel ibre nekrozunun ilk raporu A. nordmanniana subs. equi-trojani’de
bildirilmistir (Cakar ve dig. 2022). Ayrica, Cleary ve dig. (2019), Tiirkiye’den P.

pinea’nin asemptomatik tohumlarinda S. polyspora varligini rapor etmistir.

Pinus tdrlerinde S. polyspora’nin ¢am ibrelerinde kloraza veya renk bozulmasina
neden olabilecegi Pan ve dig. (2018) tarafindan rapor edilmis ve S. polyspora’nin P.
yunnanensis’i enfekte edebildigini dogrulamustir. Ibreler kahverengi bantlar ve

lekeler gelistirmekte, kirmizzimsidan kahverengiye doniik lezyonlar olusturmakta
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(nekrotik) hatta ibreler dokiilmektedir. Ayrica, italya’da yapilan bir calismada S.
polyspora’nin P. halepensis ibrelerinde sararmaya ve kavrulmaya yol actigi Tinivella
ve dig. (2014), tarafindan bildirilmistir. Broders ve dig. (2015), S. polyspora’nin P.
ponderosa’da Dothistroma ibre yanikliginin siddetini arttirdigini ve Kuzeydogu
Amerika’da beyaz ¢am ibresi hasari ile iliskili olabilecegini bildirmistir. Yaptigimiz
calismada elde ettigimiz semptomatik bulgular tiim bu literatliir calismalar ile
uyumludur. Soérveylerin gercgeklestirildigi 5 farkli mescerede de ibrelerde kirmizidan
kahverengiye donen lezyonlar, agaglarin ta¢ kismindaki ibrelerde dokiilme ve ibre

sararmalari tespit edilmistir.

Calismada 5 farkli mescerede toplam 156 agagta hastalik siddet Olgtimleri
yapilmustir. Arazilerde degerlendirilen 77 agacin tiimii, farkli seviyelerde mevsimsel
ibre nekrozu enfeksiyonu semptomlarina sahip oldugu tespit edilmistir. Mescerelerde
ortalama hastalik siddeti %38 ila %62 (ortalama = %47) arasinda degismistir. Baskin
hastalik siddeti sinifi orta seviye (skor =3) olarak belirlenmistir. Mescereler
arasindaki hasar siniflar1 karsilastirildiginda 1 numarali 6rnek alanin gorsel olarak
diger alanlara gore daha fazla hastalik hasar1 gosterdigi gézlemlenmistir, bu durumun
alanda yayilig gosteren T. destruens zararlisi ile iligkisi oldugu sdylenebilir. Bu 6rnek
alanda yer alan bireyler ciddi sekilde hasar gormiistir. Ayrica tim ornek alanlarda
son zamanlarda gergeklesen sirgiin 6limlerinde ibreler {izerinde sar1 kahverengi
lezyonlar goriilmiistiir. Daha uzun siire 6nce meydana gelen surglin 6limlerinden
kalan ibreler ise grimsi kahverengi ve koyu gri renktedir. Cakar ve dig. (2022), Bolu
yakinlarindaki Aladag Yaylasi’nda bulunan A. nordmanniana subsp. equi-trojani
(Kazdagi goknar1) agaglarinda siddetli mevsimsel ibre nekrozu (CSNN) belirtileri
gozlemlemis, incelenen 1000 hektarlik alandaki 300 bitkinin %60’inda S. polyspora

semptomlarini tespit etmislerdir.

Ornek alanlardan toplanan hastalikli siirgiinlerinden her agactan bir adet olmak iizere
toplam 68 adet S. polyspora izolati elde edilmistir. Karanlikta 20°C’de 8 glnlik
inkiibasyondan sonra S. polyspora kolonilerinin tiimii, baslangigta %2 PDA besi
ortaminda beyaz kenarl1 krem rengindedir daha sonra koyu kahverengi ila grimsi
siyah renge donmiistiir. izolatlar septat olmayan, elipsoid, hiyalin ve multigutulate
sporlar bulundurmaktadir. Miselyum, bazen dallanan ve enteroblastik konidia treten
koniojen hicreler gibidir. Konidia, hiyalin, tek hicreli, septat olmayan, multigutat,
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esas olarak elipsoiddir ve 30 sporda ortalama 5,7 x 3,2 um olarak ol¢iilmiistiir. Cakar
ve dig. (2022), yaptiklar1 ¢aligmada S. polyspora sporlarmi 6,8 (4,2 ila 10,7) x 2,8
(2,4 ila 4,25) um biiyiikliigiinde 6l¢miistiir. Ayrica Talgg ve dig. (2010), S. polyspora
sporlarim 4,8-(7,1)-12,5 x 2,3-(2,8)-5,3um biiyiikliigiinde 6l¢tiiklerini bildirmislerdir.
Funk ve dig. (1985), H. merioides ile yaptiklari1 ¢alismada sporlarin biiyiikligiini 7-
12 x 3-5um Olgerken, Butin ve Pehl. (1993), K. abietis ile yaptiklari c¢aligmada
sporlar: 6-12 x 3,5-6,5 pum olarak belirlemislerdir.

Morfolojik karakterizasyonlar1 dogrulamak amaciyla her alandan bir tane olmak
Uzere 5 temsilci izolata DNA ektraksiyonu yapilmustir. ITS1-ITS4 primer cifti ile
gerceklestirilen PCR reaksiyonlar1 sonucunda izolatlar ticari bir firma (BMLabosis,
Ankara) araciligni ile sekanslanmistir. Elde edilen nukleotit dizileri, dizi
benzerliklerini belirlemek ig¢in GenBank arastirmasinda kullanilmistir (NCBI -
Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi). En benzer ve bazi dis grup dizileri NCBI veri
tabanindan segilerek ve BioEdit siriim 7.2.6 yazilimi kullanilarak hizalanmistir. Elde
edilen sonuglar, ITS sekanslarinin timinin BLAST analizinin, daha 6nce bildirilen
S. polyspora seckanslartyla %99-%100 benzerlikle izolatlarin tanimlanmasini
dogruladigini gostermistir. Silva ve dig. (2020), P. pinea ile yaptiklari calismada ITS
dizilerinin BLAST analizi, daha 6nce bildirilen S. polyspora dizileriyle %99-%100

benzerlikle izolatlarin tanimlanmasini dogrulamistir.

Iki aylik inkubasyon siiresinin sonunda patojenisite ¢alismalar asilanan siirgiinlerde
enfeksiyon sikliginin %90 oldugunu gostermistir. Yapilan testlerde 5 izolatla
asilanan siirgiinlerin floeminde, asilanan noktalarin disina tasan nekrotik alanlar
gozlenmistir. Tiim nektorik alan bulunduran sirgiinlerden S. polyspora izolatlari
PDA besi ortamina yeniden izole edilmistir. Kontrol siirgiinleri hi¢bir hastalik
belirtisi gdstermemistir. Calismada kullanilan fidanlarda inkubasyon siiresi boyunca
hic 6lim gerceklesmemistir. Ornek alan 1 ve 2’den elde edilen iki izolat diger
izolatlara nazaran onemli Glgiide daha genis lezyonlara sebep olmustur ve izolatlar
kadar ornek alanin 6nemli bir etkisi oldugu disiiniilebilir. Patojenite testlerinin
sonuclart ve S. polyspora’nin semptomatik ibrelerden yeniden izolasyonu, S.
polyspora’nin mevsimsel ibre nekrozu gelisiminde rol oynadigin1 agikca
gOstermektedir. Ayrica ayni izolatlar ile gergeklestirilen 5 tekerriirden bazilarinda
enfekiyonun meydana gelmemesi ¢esitli abiyotik ve biyotik faktorlerin, patojenin
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ekolojisini veya konuk¢unun duyarliligini etkileyerek hastaligin gelisiminde 6dnemli
bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Talge ve dig. (2010), ayni izolatlarla

gergeklestirilen ti¢ testten birinde semptom gelisiminin olmadigini bildirmistir.

Silva ve dig. (2020), asilama testlerinde kullanilan {i¢ izolattan ikisinin P. pinea
sirgunlerinde nekroza neden olmadigimi bildirmistir. Pan ve dig. (2018), S.
polyspora’nin P. yunnanensis’e karsi virlilensini degerlendirmek i¢in, fungus P.
yunnanensis’in govdelerine ve ibrelerine asilanarak patojenite testleri yapilmistir.
Testlerin 30 gun sonraki sonuglari, S. polyspora ile asilamadan sonra floemdeki
lezyon uzunluklarinin, kontrol grubuna gore onemli 6lgiide daha uzun oldugunu
bildirmistir. Calismada test edilen on izolattan doérdinin hicbir semptom
gostermedigini, farkli S. polyspora izolatlar1 ile asilanmig P. yunannensis’in
ibrelerinde farkli derecelerde semptom gelisiminin oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica
Ridout ve Newcombe (2018), P. ponderosa konukgusunun tohumundan izole edilen
funguslarin, o konukcuya diger tiirlere goére daha fazla afinite gosterdigini ve cesitli
bitki tiirlerinin ¢imlenmesini belirli sekillerde etkiledigini gdstermistir. Ayrica
aragtirmacilar S. polyspora’nin P. ponderosa tohumlarinin zamaninda ¢imlenmesini

yavagslattigini ve engelledigini bildirmistir.

H. dematioides olarak bildirilen S. polyspora, birgok tlkede T. piniperda, T. minor
ve P. bidentatus ile iliskili yaygin bir fungustur (Pan ve dig. 2018). Calismalarimizi
gergeklestirdigimiz 6rnek alanlarda T. destruens ve Dioryctria sylvestrella Ratz.’nin
varlig1 tespit edilmistir. Ornek alanlarda bulunan birgcok siirgiinde T. destruens
belirtileri bulundugundan, fungusun vektorlenmesinde veya konukgu stresinde yer
alan olas1 bir etken bocek T. destruens olabilir. Fungus-bocek-bitki etkilesimi
belirsizligini korusa da, S. polyspora’nin ayrica ¢am siirgiinlerinde beslenen bdcekler
(Tomicus spp.) tarafindan tasiman baskin fungus tiirii oldugu bulunmustur (Mufioz-
Adalia ve dig. 2017). Pan ve dig’nin Giineybati Cin’de yapmis olduklar1 bir
calismada P. yunnanensis’i istila eden T. minor ve T. yunnanensis’in bdcek
govdelerinden ve galerilerinden toplanan ITS sekans verileri ve morfolojik

Ozelliklerine dayal1 14 izolat S. polyspora olarak tanimlanmustir.
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7. SONUC VE ONERILER

Bu yiiksek lisans tezinin gerceklestirildigi 6rnek alanlarda P. brutia bireylerinin tepe
tacinin Ust aksamindaki nekrotik siirgiinler endise vericidir. Bu semptomlar agaglarin
gelisimini tehlikeye atmaktadir. Agaglarin tag¢ kisimlarinda meydana gelen nekrozlar
agaclarin gelisimini etkileyerek 6nemli ekonomik kayiplara sebep olabilir. Ayrica bu
fungusun asemptomatik tohum ve siirgiinlerde bulunuyor olmasi fungusun yayilma
yollarinin ve fungus ile konukgular1 arasindaki etkilesimlerin daha iyi anlagilmasi
gerektigini vurgulamaktadir. Ulkemiz kizilgam ormanlarindaki fungus zararlarina
katkida bulunan ve biyotik ve/veya abiyotik faktorleri anlamak icin daha fazla

calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu c¢alismada, 5 farkli 6rnek alanda toplam 156 agagta hastalik siddeti Gl¢timleri
yapilarak 77 bireyin tamaminda mevsimsel ibre nekrozu tespit edilmistir. Calismada
gerceklestirilen izolasyon ve patojenisite yontemleri ile bu sahalarda meydana gelen
mevsimsel ibre nekrozunun S. polyspora ile iliskilendirilmesini saglamistir. Ayrica
giinimuzde mevsimsel ibre nekrozu birden fazla biyotik ve abiyotik faktorlere bagl
olarak konukcularda gorilebilmektedir. Diinya tzerinde S. polyspora Cin, Portekiz,
Italya, Slovakya ve Norveg gibi iilkelerde mevsimsel ibre nekrozu ile iliskili olarak
bildirilmistir. Bildigimiz kadariyla, bu ¢alisma Tiirkiye’de P. brutia bireylerinde
ibrelerde lezyon ve geriye dogru siirgiin 6limii belirtilerinin destekleyicisi olan S.

polyspora’y: tanimlayan ilk rapordur.

S. polyspora’nin etkileri biyolojik, kilturel ve kimyasal yontemleri igeren ¢cok yonlu
bir micadele programiyla en aza indirilebilir. Sonbaharda kuru havalarda miimkiin
oldugu kadar ¢ok kurumus dallarin budanmasi ve kozalaklarin toplanmasi ilkbaharda
yeni enfekte olusumunu azaltmaya yardimci olacaktir. Hatta inokulumu azaltmak

icin ciddi semptomatik agaglar feda edilerek mescereden ¢ikarilabilir.

Diinya kiiresel 1sinma ve iklim degisikligiyle karsi karsiyadir. Artan sicakliklar,
yagislardaki rejim diizensizlikleri, kuraklik ve aniden ortaya ¢ikan dogal afetler gibi
ekolojik sebepler orman ekosistemlerini dogrudan ve dolayli olarak tehdit

etmektedir. iklim degisikliginin bir sonucu olarak yeni patojen tirleri 6niimuzdeki
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yakin gelecekte ormanlarda zarar yapma potansiyeline sahip olacaktir. Endofit
funguslarin, bocek zararina ugramis ya da farkli patojen funguslar tarafindan zayif
kalmis olan kizilgam agaglarinda hizli evrim kapasiteleriyle patojene doniiserek
bireylerde hastaliga sebep olmaktadir. Sonug¢ olarak, kiiresel 1sinmanin olumsuz
etkilerine kars1t fungus tiirlerinin adaptasyon gelistirerek orman ekosistemlerinde
siddetli derecede tehdit unsuru olabilecegi unutulmamalidir. Gelecekte daha fazla
ekonomik ve ekosistemsel zararlarla karsi karsiya kalmamak i¢in gereken onlem
almmalidir. Ulkemizde P. brutia mescerelerinin izlenmesine, izolasyon ve Kiiltir
yontemleriyle endofitik funguslarin tanimlanmasina oncelik verilmesi gerekmekte ve

S. polyspora igin galismalar arttirilmalidir.
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