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Bu ¢alismada Kastamonu yoresinde yer alan orman fidanliklarinda genis ve igne
yaprakli fidan tiirlerinde hastaliga neden olan fungal patojenlerin varligi belirlenmis,
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acisindan test edilmistir. Calismalar Kastamonu G6lkoy, Daday ve Taskoprii olmak
tizere toplamda 3 orman fidanligindan 6rneklenen, belirli simptomlarin gorildigi
308 fidan ilizerinde yapilmistir.

Simptomatik fidanlarin doku ya da topraklarindan yapilan izolasyonlar ve takip eden
teshis ¢alismalar1 sonucunda, fidanlarda gesitli simptomlara yol agan dort fungus tiirii
belirlenmistir: Fusarium oxysporum, F. solani, F. moniliforme ve Cylindrocarpon
destructans. Ayrica aym1 yontemlerle saprofit olan Aspergillus niger ve biyolojik
kontrol fungusu olarak da bilinen Clonostachys rosea da tanimlanmistir. Yapilan
calismalar sonucunda Fusarium spp.’un fidanliklardaki en yaygin fungus cinsi
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, Daday fidanligindaki Abies nordmanniana fidanlar
tizerinde C. destructans’in varhigi ilk defa bu galismada tespit edilmistir.

Fusarium oxysporum, F. solani, F. moniliforme ve Cylindrocarpon destructans’a ait
izolatlarin patojenisiteleri,  Pinus nigra, Cedrus libani, P. sylvestris, Abies
nordmanniana ve Pinus pinea fidanlar1 {izerinde test edilmistir. Sonuglar, tiim
izolatlarin patojenik oldugunu ve test edilen konukcu bitkilerde gelistiklerini
gostermistir. Patojenisite testleri sonucunda, Cylindrocarpon destructans’in fidanlar
tizerinde hastalik olusturma yetenegi en fazla olan fungus oldugu tespit edilmistir.
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DETERMINATION OF FUNGAL PATHOGENES IN FOREST NURSERY OF
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Abstract: In this study, the presence of fungal pathogens of decidious and
coniferous seedlings in forest nurseries in Kastamonu region, were determined. The
identification of these fungi was carried out with the help of morphological and
molecular methods. Isolated fungal species were tested for their ability to cause
disease on the hosts. The studies have been carried out on 308 seedlings exhibiting
various symptomopssampled from 3 forest nurseries, including Kastamonu G6lkdy,
Daday and Tagkoprii.

The resulting fungal isolates were identified in detail using morphological and
molecular techniques. As a result of the diagnostic studies, four fungi were identified
as causiteve agents of the observed symptoms; Fusarium oxysporum, F. solani, F.
moniliforme and Cylindrocarpon destructans. Saprophytytic fungi such as
Aspergillus niger and Clonostachys rosea which is known as a biological control
fungus were also isolated and identified in this study from symptomatic seedlings..
Fusarium was found to be the most common fungal genus in the studied nurseries.
Additionally, the presence of C. destructans on the Abies nordmanniana seedlings in
the Daday nursery was first determined in this study.

Pathogenicity tests for F. oxysporum, F. solani, F. moniliforme and Cylindrocarpon
destructans were performed on Pinus nigra, Cedrus libani, Pinus sylvestris, Abies
nordmanniana and Pinus pinea seedlings. . The results showed that all isolates were
pathogenic and developed in the host plants tested. As a result of the pathogenicity
tests, Cylindrocarpon destructans was found to be the fungus most likely to cause
disease on the seedlings. This fungus is followed by Fusarium oxysporum as the
ability to cause disease in seedlings.

Key Words: Forest nursery, nursery diseases, Fusarium oxysporum, F. solani, F.
moniliforme, Cylindrocarpon destructans, morphologic and molecular identification,
pathogenisity, Kastamonu
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1. GIRIS

Ormanlar, Tiirkiye yiizOl¢iimiiniin yaklasik%27.6'sin1 olusturan 22 milyon hektarlik
bir alan1 kapsamaktadir. Bu alanin %50.1'1 kalite ve verim bakimindan iyi durumda
ve yiiksek verimlilige sahiptir. Tiirkiye’de 2006 ve 2010 yillar1 arasinda en kapsamli
agac dikim programlart uygulanmis ve 2009 yilinda Tiirkiye diinyanin en cok
agaclandirma yapan tigilincii {ilkesi haline gelmistir. Son yillarda uygun potansiyel
hazine arazilerinde gerceklestirilen basarili agaglandirma g¢alismalari, orman i¢i ve
cevrelerinde yasayan insanlarin sehre goc etmeleri sonucu sahip olduklari tarim
arazilerinde yeniden orman ekosisteminin olusmast gibi nedenlerle Tiirkiye nin

orman alaninda artig goriilmiistiir (Mayer-Aksoy 1998; Anonim, 2017).

Nitelik ve nicelik olarak ormanlarin gelistirilmesi ve korunabilmesi i¢in biiyiime ve
agacglandirma kosullarinin iyilestirilmesine yardimci olmak ve bunun i¢in saglikli ve
kaliteli fidan tiretimi saglamak, ayrica bu fidanlarin tasinacaklari ya da dikilecekleri

alanlarda belirli kosullar1 hazir hale getirmek sarttir.

Fidanliklarda iiretilen fidanlarin, dallari, govdeleri ve kokleri hastalik ve zararlilar
nedeniyle kolayca enfekte olurlar ve tiretimleri azalir. Fidanliklarda mevcut olan
cevre kosullari, hastaliklarin gelisip yayillmasina olanak saglar. Yiiksek nem ve
diisiik su drenaji, bu kosullarla uyumlu patojenler i¢in uygun bir ortam hazirlar. Bu
durumda, dogal olarak yetistirilecek fidanlarin kalitesi ve miktar1 agaglandirma
basarisin1 olumsuz yonde etkileyecektir; dahast bu fidanlar araciligiyla hastaliklar
yeni alanlara aktarilmig olur. Orman fidanliklarinda, viriis, bakteri, fungus ve
nematod gibi patojenlerin sebep oldugu elliden fazla hastalik bilinmektedir (Agrios,
1988; Lilja ve dig.,1992). Bu organizmalar diinya genelinde orman fidanliklarinda
ciddi sorunlar yaratmaktadir ve bu hastaliklarin en 6nemli sebebi, fidanliklarda
yaygin olarak bulunan funguslardir. Bu funguslarin varligi agaglandirma siirecinin

basarisini olumsuz yonde etkilemektedir (Ozdamar, 1999).

Genel olarak, funguslar orman fidanliklarindaki fidanlarda dogrudan ve dolayli

olarak kok ciirtikliigline ve dolayisiyla da biiyiik ekonomik kayiplara neden olurlar.



Elde edilen tiirlerin teshis edilmesi, organizmalarin neden oldugu hastaliklarin

kontrolii i¢in gereklidir (Zhang ve dig., 2007).

Funguslarin genel olarak tanimlanmasinda kullanilan temel standartlardan biri, besi
ortaminda miselyum biiyiime formunun morfolojik tanimidir ve mikroskop altinda
eseyli ve eseysiz sporlara bakilmasidir. Bununla birlikte glinlimiizde, DNA temelli
molekiiler yontemler fungus tanisinda daha fazla kabul goren, hizli ve giivenilir bir
yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. DNA dizileri i¢indeki ITS bdlgesi, farkl
fungus tiplerinde farkli formlar1 olan bir bdlgedir. Bu bdlgenin dizi analizi,
funguslarindogru sekilde tespit edilmesi ve tanimlanmasi i¢in gliniimiizde en énemli
metottur. ITS dizisindeki varyasyon, fungal tiplerin tanimlanmasindan daha 6nemli
olarak kabul edilir; ayrica PCR teknigi bu varyasyonu dogrudan dogruya
degerlendirebilir ve fungusun konukgu bitkilerden izole edilmesine gerek kalmadan,
aynt ailedeki bircok patojenik fungusun Dbelirlenmesini  miimkiin  kilar
(Moukhamedov ve dig., 1994).. Bu ¢alismada, funguslarin tanimlanmasinda DNA
teknigi kullanildy; ITS dizisi belirlenmis ayn1 zamanda Gen Bankasi'nda benzerlikler

gosteren izolatlara benzerlik ytlizdesi verilmistir.

Gilintimiizde morfolojik 6zellikler, morfolojik 6zellikleri birbirine benzer fakat farklh
olan fungal tiirlerinin tanimlanmasinda ve belirlenmesinde 6zellikle de miselyumun
bliylime sekli veya rengi, eseyli veya eseysiz spor formlar1 gibi hususlarda yeterli
degildir. Teshis ve tanimlama calismalar1 i¢in tek basma ITS verisini kullanmak da
yeterli degildir; ¢iinkii ITS dizisi sonucu elde edilen dizi verileri farkl tipler icin
benzerlik gosterir, bu durumlarda eldeki sonuglar1 desteklemek i¢in fungus tiirlerinin
morfolojik tanisi da gereklidir (Jung ve dig., 2005; Belbahri ve dig., 2006; Jung ve
Bugrees, 2009).

Tiirkiye’deki yedi cografi bolgede 3264 hektarlik alana (buna agaglandirma yapilan
bolgeler de dahildir) yayilan 131 orman fidanliginda, her yil ortalama 300 milyon
fidan dretilmektedir (Anonim, 2017). Kastamonu Orman Boélge Midiirliigiinde dort
orman fidanlig1 bulunmaktadir: G6lkdy fidanligi, Daday fidanligi, Taskoprii fidanlig:
ve Sinop fidanlig1. Bu fidanliklarin tiimii, orman aga¢ fidanlariin yanisira pek ¢ok

farkl tirdede fidan uretirler.



Akillt ve dig. (2010), Cankiri, Diizce (Akkoca), Zonguldak, Sivas, Ordu, Bursa,
Eskisehir, Kastamonu (Golkdy ve Taskoprii) ve Artvin illerinde bulunan orman
fidanliklarinda yaptiklar1 ¢alismalarda bu fidanliklarda iiretilen ¢esitli orman agaci
fidanlar ile iliskili cok sayida fungus tespit etmistir. Bununla birlikte, , 6zellikle de
Kastamonu yoresi fidanliklarinda tespit edilen funguslarin patojenisiteleri

belirlenmemistir.

Bu calisma, Kastamonu bolgesinde bulunan ve yukarida adi gegen orman
fidanliklarinda goriilen funguslar ve bunlarin patojenisitelerini belirlemek amaci ile

yuriitilmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda hastalik belirtisi gosteren fidanlarin hastalikli kisimlarindan
ve topraktan izole edilen funguslar morfolojik ve molekiiler yontemler yardimi ile
teshis edilmeye calisilmis ve bu funguslarin hastalik olusturma yeteneklerini

belirlemek amaci ile patojenisite testleri gerceklestirilmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Diinyada Orman Fidanhklarinda goriilen fungal hastalik etmenlerinin

belirlenmesine yonelik arastirmalar

Crandall ve dig. (1945), ABD'de kestane ve ¢am fidanlarinda Phytophthora
cinnamomi’nin neden oldugu kok hastaliklar1 {izerine ¢aligmis ve bu fungus benzeri
organizmanin yirmi tir orman agaci fidaninda enfeksiyona neden oldugunu

belirlemislerdir.

Skilling ve Nicholls (1975), Pinus resinosa ve P. sylvestris fidanlarinda ilk kez 1966
yilinda ortaya c¢ikan, Kuzey Amerika'da yakin zamanda daha sik goriilen
Lophodermium (igne yapraklarin dokiilmesi) tizerine ¢alismislardir. Kuzey Amerika
genelinde fidanhiklarda noel agaci olarak yetistirilen enfekte olmus fidanlarin
dagitilmas1 sonucunda, Isko¢ ¢ami ormanlarinda ciddi bir igne dékiimii sorunu

meydana gelmistir.

Couteaudier ve Alabouvette (1981) ile Bloomberg (1981) diinya genelinde ¢am
fidanlarinda yaygin hastaliklarin tanimi tizerine c¢aligmiglardir. Fusarium’un kok

clirikliigline neden oldugu tespit etmislerdir.

James (1983) ve Landis (1976), Fusarium moniliforme J. Sheld. fungusu iizerine
yiriittiikkleri arastirmalarinda bu fungusun agaclarin ve fidanlarin 6liimiine yol

actigini ortaya koymuslardir.

Graham ve Linderman (1983) en yaygin olan ve biitiin orman agaglar1 ve fidanlarini
istila etme potansiyeline sahip olan Fusarium oxysporum Schlecht. emend. Snyder &

Hansen ve F. solani (Mart.) Sacc. iizerine galistilar.

Sharma ve dig. (1984) Kerala eyaletinde yaptiklar1 aragtirmalarinda, okaliptiis
agaclarinin fidanlarin1 etkileyen hastaliklar agisindan, en yaygin hastaliklarin
cOkerten hastaligi, yanma, fidan yanmasi, aga¢ kanseri ve yaprak lekesi oldugunu

tespit etmislerdir. Okaliptiis agaclarinin fidanlarinda saptanan funguslarin izolasyonu



ve tanimlanmasiyla, Rhizoctonia solani ve Pythium spp.’nin major ve ciddi

patojenler oldugunu bulmuslardir.

James (1985 a,b,c) hastalik tanisi icin en Onemli belirtilerin fungal olusumu ve
varligi olduguna isaret etmistir. Sar1 veya turuncu, orak seklinde sporlarin
(sporodochia) varligi kanit olabilir. Kig doneminde fungusrlar koklerde ve organik

maddeler igerisinde tomurcuklanarak (klamidospor) hayatta kalabilir.

Sharma ve dig. (1985) Kerala’da patojenlerin neden oldugu hastaliklar iizerine
caligmiglar ve hastalikli fidanlar {izerinde ortaya ¢ikan simptomlar rapor edilmistir.
Bunlara sebep olan patojenler izole edilmis ve tanimlanmistir. Calisma ayni zamanda

bazi fungisitlerin kullanimi1 gibi farkli kontrol yontemleri de sunmustur.

James (1985a) Fusarium avenaceum fungusunun fidanlarin kokiinde kok
cliriikliigiine ve onemli ekonomik kayiplara yol agtigimi belirtmistir. Yapilan bu
calisma ile konifer agaglarin Fusarium enfeksiyonuna en ¢ok duyarli oldugu ve
yiiksek sicaklik ve kurakligin hastaligin yayilma oranini ve fidanlarda hastalik
olusumunu arttiran faktorler arasinda oldugu ortaya koyulmustur. Bu hipotezin test
edilmesi amaciyla, ABD fidanliklarinda Douglas ¢am fidanlar1 {izerinde deneyler

yapilmig ve fidanlarin Fusarium ile enfekte olduklar1 goriilmustiir.

Crous ve dig. (1991) diinya ¢apinda yaygin olarak yayilan Cylindrocladium ve
Cylindrocladiella tiirleri {izerine ¢alistilar. Bu funguslar birgok orman agaglarinda
ciddi hastaliklara neden olur ve ayrica orman fidanliklarinda da yaygindirlar, ayrica

cam agaclar1 ve okaliptiis agaclarini da etkilemektedirler.

Ocamb ve Juzwik (1995) ve Sarhan ve dig. (1989) Pinus strobus ve P. sylvestris
fidanlarinda kok ¢iiriikliigi hastaliginin belirtilerini gosteren koklerinden Fusarium
oxysporum, F. acuminatum, F. equiseti, F. proliferatum, F. sambucinum, F. solani ve

F. sporotrichioides funguslarinin izole edildigini belirtmislerdir.

Erwin ve Ribeiro (1996), fidanliklarda yetistirilen fidanlarin iyi besin ve suya sahip
olduklarmi, ancak cesitli hastaliklara ve kok ciirtikliigiine yatkin olduklarini

belirtmistir. Agaclarin bodur kalmasi, zayif bir bliylime veya baska enfeksiyonlarda



goriildiigii gibi hastaligin simptomlar1 agik ve net bir sekilde ortaya ¢ikabilmektedir.
Burada topraktan alinan kdkler yakindan incelendiginde, kok killarindaki ¢lirtikligiin
belirgin oldugu ve ana kokte de enfeksiyon belirtileri oldugu gozlenmistir.
Enfeksiyonlu bolgeler iizerinde yapilan testler, sarimsi kahverengi, nekroz varligini
ve koyu kahverengi mutasyonlarin varligint gostermistir. Ayrica enfekte olan
koklerin etrafinda fungus varligi gozlemlenmis ve hastalikli koklerdeki enfekte

olmus koklerdeki catlaklardan funguslarin igeri girdigi tespit edilmistir.

Tzvi ve dig. (1998) orman agaglarn {lizerinde genetik doniisiimler igin
biyoteknolojinin calisilmasi ve gelecekte ormanlara uygulanmasi gerektigini; orman
agaclarinin giinliik hayatta yaygin olarak kullanilmasinin ve var olan tedrici
bozulmanin orman fidanlar1 ve agaclar i¢in yogun sekilde uygulanmasi gereken
genetik calismalar ve molekiiler 1slah yoluyla yetistirme ve gelistirme programlarina

duyulan ihtiyaca daha fazla vurgu yaptigini iddia etmektedirler.

Misir’da orman fidanliklar1 iizerine yapilan bir c¢alismada El-Settawy (1999)
fidanlarin 6limiine yol acan bir hastaliga isaret etmis, bu hastaligin simptomlarinin
yan dallarin 6liimi, renk degisikligi ve ikincil koklerin oliimiinii icerdigini
belirtmistir. Patojenite testlerini gerceklestirdikten ve patojeni klasik ve molekiiler
yontemlerle tanimladiktan sonra Pinus spp. ve Populus spp. fidanlarindan izole

edilerek, Fusarium solani’nin hastaliga neden oldugu bulunmustur.

James ve Perez (1999) tarafindan ABD’de Rocky Daglar1 orman fidanliklarinda
yetistirilen igne yaprakli agaclardaki Fusarium tiirlerini tespit etmek i¢in yapilan
calismada, Fusarium proliferatum ve F. oxysporum’un enfekte olan fidanlarda
hastaliga neden oldugu bulunmustur. Ayrica bu funguslarin gymnospermae fidanlari

tizerinde enfeksiyonun temel ve en yaygin nedeni olduklar1 belirtilmistir.

Louie ve dig. (2000); Alexandrakis ve dig. (1998); Reischl ve Lohmann (1997);
Bruns ve dig. (1991); Cooley (1992) gibi caligmalarda goriildiigi iizere, PCR yoluyla
DNA dizilerinin ¢ogaltilmasi, funguslarin teshis ve tespitinde yaygin bir uygulama

sahas1 bulmustur.



Baldauf ve dig. (2000); Erwin ve Ribeiro (1996) Pytophthora spp. tiirlerinden
bahsetmistir ve bu fungusun fidanlarin ve agaclarinin hastaliklarinin ana sebebi
oldugunu bildirmektedir. Bu sadece Pytophthora tiirleri ile sinirli degildir, Oomycota
grubu da fidanlar ve orman agaclari i¢in patojenik olan pek ¢ok tiirli icermektedir. Bu
noktada yapilan calismalarin morfolojik olarak bu tiirler arasinda var olan
benzerlikler nedeniyle, farkli fungal tiirleri tanimlamak ig¢in molekiiler teknikleri

kullandiklarini belirtmek gerekmektedir.

Feyera ve dig. (2002) genel olarak tropik bolgelerde ormanlarin yenilenmesi ve
orman fidanliklarindan alinan fidanlarin  kullanilmasi  hakkinda  sunlar
sOylemektedirler: fidanlarin rejenerasyon veya dikim i¢in kullanilmasinda dikkatli
olunmalidir. Bunun, bir bdlgeden digerine hastaliklarin aktarilmasina yol a¢masi,
dolayisiyla agaclandirma siirecini basarisizliga ugratmasi ve ekonomik kayiplara

neden olmasi ¢ok olasidir.

Dick ve Dobbie (2002) tarafindan Yeni Zelanda'da cam fidanlar {izerinde yapilan
caligmada, kok ciiriikliigii belirtileri gosteren fidanlarda, ¢am agaglarinda goriilen bu
durumun baglica sebebi olan Fusarium subglutinas'in yaygin oldugu gézlenmistir.
Ayrica, F. oxysporum ve F. solani’nin daha az yaygmlikta oldugu bildirilmistir.
Arastirmacilar hastaligin simptomlariin ortaya ¢iktmasinin orman fidanliklarinda

Fusarium tiirlerinin varliginin bir isareti oldugunu dogrulamislardir.

Alexopolous ve dig. (2004), bitkiler icin patojenik funguslarin siniflandirilmasini ele
almiglardir. Bu fungus ailesinin en 6nemlileri arasinda yer alan Pythiaceae ailesinin
tirleri genellikle sulama suyunda mevcuttur. Bu fungus ailesine Phytophthora spp.
ve Pythium spp. tiirleri dahildir, bunlar fidanlar ve orman agaglar1 i¢in en 6nemli

patojenlerdir.

Rai ve Mamatha (2005), Karnataka eyaletindeki orman fidanliklarinda fidanlart
etkileyen hastaliklar iizerine ¢aligmislar, bir kisim 6nemli orman agac¢larinin fidanlar
bu hastaliktan etkilendigini tespit etmislerdir. Bu ¢alisma, iyi bir yonetimin 6énemine
isaret etmekte olup enfeksiyon oranlarinin azaltilmasina yardimci olmayi

amaglamaktadir. Fidanlar etkileyen hastaliklardan dordii, solgunluk ve yaprak



lekeleri gibi fidanlarda goriilen simptomlarla tanimlanmis ve bu hastaliklarla
miicadele etmek i¢in kimyasal kontrol ve biyolojik kontrol gibi gesitli yontemler
kullanilmistir. Ayrica bitki ekstraktlar1 kontrol amagh olarak kullanilmistir. Bitki
ekstraktlar1 kullanilarak saglanan kontroliin, biyolojik ve kimyasal kontrol

(fungisitlerin kullanimi) ile karsilagtirildiginda daha iyi oldugu gosterilmistir.

Kanyi ve dig. (2005), ekili/dikili alanlardaki artisin bir sonucu olarak, hasere ve
hastalik riskinde (en Onemlisi funguslar olmak tizere) artis oldugunu
gbézlemlemislerdir. Ayrica bu patojenlerin yayilmasi ve etkileri sadece orman
agaclarmin dikilmis oldugu iilkeleri degil, komsu {ilkeler i¢in de risk tasimaktadir.
Bu alanda yapilmis Onceki c¢alismalar dikkate alinarak, Botryosphaeria,
Cylindrocladium, Coniothyrium, Mycosphaerella, Clrysoporthe ve Phytophthora
gibi siklikla Cam, Mese, Ardic ve Okaliptiis gibi agaglara zarar veren funguslar
goriilmustiir. Sayilan fungal tiirler orman agaglarinda solgunluk, kok ¢iirikligl ve
kanser gibi hastaliklara yol acabilmektedirler. Bu sayilan hastaliklarin hepsi énemli

ekonomik kayiplara yol agma potansiyeline sahiptir.

Vasaitis ve dig. (2008) Fennoscandia bolgesindeki orman agaglar iizerine ¢aligmis
olup budama isleminin 6nemini vurgulamiglardir. Ciinkii bu uygulama o6zellikle
hastaligin yaygin oldugu bolgelerde kok ciirtikliigline yol acan fungal enfeksiyonlari
azaltmaktadir. Arastirmacilar budama islemlerinin biiyiime ve iiretkenligi arttirdigini;
dahas1 budama sonucu ortaya c¢ikan parcalarin yeni fidanlarin {retilmesinde

kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Fransa'da Desprez-Loustau ve dig. (2010) tarafindan yapilan ve iklim degisikliginin
ve patojenik funguslarin aktivitesinin simiile edildigi ¢alismada, fungus tiirlerinin
ilerdeki iklim degisikliklerine nasil tepki verecegi anlasilmaya calisilmigtir. Cam,
Kestane ve Mese agaclar1 gibi orman agaglarinda ¢esitli hastaliklarina neden olan
Biscogniauxia, Melampsora, Mycosphaerella, Phytophthora, Sphaeropsis gibi
fungus tiirleri ic¢in, diisiik yagislarin bu patojenlerin etkisinin azalmasina neden

olacagini bulmuslardir.



Lilja ve dig. (2010) Finlandiya orman fidanliklarinda yetistirilen aga¢ tiirlerinin
%99’unu olusturan Picea abies, Pinus sylvestris ve Betula pendula fidanlarinin 6nce
plastikten yapilma seralarda belli kaplarda, daha sonra dis mekanlarda yetistirildigini
belirtmektedir. Kozalakli fidanlardaki ana hastaliklar Scleroderris kanseri
(Gremmeniella abietina), Sirococcus yanigi ve agag kanseri (Sirococcus conigenum),
kar yamig (Herpotrichia juniperi ve Phacidium infestans) ve (igne yaprakli
agaglarda) yaprak dokiilmesi (Lophodermium seditiosum ve Meria larisis) 'dir. Ayni
zamanda gri kif (Botrytis cinerea) ve hus agaci pasi1 (Melampsoridium betulinum)
fungusitlerle kontrol altina alinacak hastaliklardandir. Son yillarda Scleroderris
kanseri, 2000 yilindan beri Finlandiya fidanliklarinda iiretilen en yaygin tiir olan
Norveg ladini iizerinde ciddi bir sorundur. Kaplarda yetistirilen ladin ve ¢amlarda
kok oliimii (Rhizoctonia sp.) 1990'larda bir sorundu. Giiniimiizde hastalik, hijyen ve
kiiltivasyon uygulamalarindaki gelismeler nedeniyle modern fidanliklarda ¢ok daha
seyrek hale gelmistir. 1991'den bu yana Phytophthora cactorum'un neden oldugu kok
lezyonlar1 ve tepe kurumasi hus agaci lizerinde bir sorun olmustur. Devam eden
iklim degisikligi, pas ve toz kiiflerinin yani sira yapraklari enfekte eden diger
funguslar1 da etkilemistir. Tiim hastaliklar yiiksek miktardaki yagislardan, ayrica
sicak ve uzun sonbaharlardan kazan¢ saglar. Ayni nedenlerle kisin saklanan
fidanlarin gri kiiflere kars1 piiskiirtmeye ve ilagclanmaya ihtiyaci vardir. Kisa giin
uygulamas: sirasinda fungal enfeksiyonlart da miimkiindiir, bu, yaz ve sonbahar
ekimleri igin gereklidir; dondurucu soguklar i¢in dondurucuda saklamaya ek olarak
faydali bir adimdir. Yetistiriciler, fidanlik yetistirme alanlarindan bitki
dokiintlilerinin uzaklastirilmast ve kaplarin sicak suyla yikanmasi gibi daha iyi
fidanlik hijyeni icin kiiltlirel ve entegre hasere yonetimi tekniklerini kullanmaya

tesvik etmektedirler.

Crosby ve dig. (2010) Cylindrocarpon’a isaret etmislerdir. Bu fungus genel olarak
tarimsal tirlinlere ve 6zel olarak da Washington fidanliklarindaki fidanlara zarar
vermektedir. Fusarium ve Cylindrocarpon Douglas ¢amindaki kok c¢iiriikliigiine

neden olmaktadir.

Crosby ve dig. (2010), Brayford ve dig. (2004), tarafindan ayr1 ayr1 yapilan

calismalarda ise Cylindrocarpon destructans (Zinssm.) Scholten ’in fidanlar ve



ozellikle de Cam, Sedir ve Ardiglarda kok ciiriikliigiine neden oldugu ve onemli
kayiplara yol acgtig1 tespit edilmistir. Nectriaceae'nin Ascomycota ailesinden gelen bu
fungus orman agaclarinin koklerinde tespit edilmis ve izole edilmistir ve 1963'ten
beri bu hastaligin sebebi olarak kabul edilmektedir, toprakta konidiospor ve
klamidospor olarak iremektedir ve bu sporlarin toprakta olan diger
mikroorganizmalarla rekabet etme yetenegi bulunmaktadir. Agaclarin kok killarinin
cevresinden agaglara ve fidanlara ¢cok hizli yayilirlar, hastalik gelisir sonrasinda kok

curiikliigii ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica funguslar alkali topraklarda iyi yayilmaktadir.

Moulin (2010) Suudi Arabistan'da iilkenin giineydogusundaki orman alanlarindaki
degisimler iizerine c¢alismis olup bu degisikliklerin bolgedeki iklim ve cevre
kosullarindaki degisikliklerden ve bu ormanlarda agaclarin hastalik ve dliimiine yol
acan bir¢ok patojenin varligindan kaynaklandigini ortaya koymustur. Bu calismada
izole edilip tanimlanan patojenler Alternaria sp., Cerocospora sp., Cladosporium sp.,
Cylindrocarpon sp., Fusarium spp., Phoma sp., Pythium sp. ve Rhizoctonia sp.

funguslardir.

Kim ve dig. (2012) ve Landis (1989) yaptiklar1 ¢alismalarda; Cylindrocarpon ile
enfekte olan ve kok ¢iiriikliigli goriilen fidanlarda, enfekte kabuk dokularinin kolayca
birbirinden ayrilabildigi, fidanlardaki enfeksiyonun sonunda i¢ kdk dokusunun koyu
renkli gorindigi, yesil kisimlarin ise kirmizi kahverengi renge doniistiigi

bildirilmistir.

Weiland ve dig. (2013); Akilli ve dig. (2010); Jung ve dig. (2005, 2007, 2009); Lilja
ve dig. (1997, 2007a, b); Belisario ve dig. (1997) genel olarak genis yaprakli tiirlere
ait fidanlarda kok ciirtikliigiine neden olan baslica fungus tiirlerinin Botrytis cinerea,
Cladosporium spp., Cylindrocarpon destructans, Cylindrocarpon radicicola,
Cylindrocladium  quinqueseptatum,  Cylindrocarpon  scoparium,  Fusarium
avenaceum, Fusarium moniliforme, Fusarium oxysporum, Fusarium semitectum,
Fusarium solani, Macrophomina phaseolina, Phyllosticta spp., Rhizoctonia solani ve
Sclerotium rolfsii ve Pythiaceous tiirleri Pythium aphanidermatum, Pythium
splendens, Phytophthora cinnamomi, Phytophthora citrophthora, Phytophthora
cryptogea, Phytophthora drechsleri, Phytophthora nicotianea, Phytophthora
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ramorum, Phytophthora syringae ve Phytophthora quercina oldugunu

gostermislerdir.

ABD’nin Kuzey Pasifik bolgesinde ii¢ fidanlhkta, biiyiik miktarlarda iiretilen,
ekonomik onemi olan Douglas ¢amu fidanlar1 iizerinde yapilan ¢alismada, Khorasani
(2013) sicakligin funguslarin bitkisel kisminin biiylimesi {izerine etkilerini ve ayrica
dort gesit fungal ilacin o bolgedeki fidanliklarda siklikla goriilen C. destructans, C.
liriodendri ve C. pauciseptatum fizerine etkilerini incelemis; fidanlarin biiyiime
periyodunda Cylindrocarpon’un kok ciiriikliigiine yol actigimi ayrica kok
hastaliklarinda en sik goriilen ve en ciddi sonuglart olan fungusun C. destructans

oldugunu belirtmistir.

Pathak ve dig. (2015) tarafindan Hindistan’ da denetimi ve bakim1 yapilan ve bir¢ok
agag tiirline sahip fidanliklarda yapilan bir arastirma sirasinda, 8 agag tiiriinlin fungal
patojenler tarafindan enfekte edildigi bulunmustur. Enfekte olan tiirlerde, yagmurlu

donemlerde ve kis mevsiminde yaprak lekesi hastaligi goriilmiistiir.

2.2. Tiirkiye’ de Orman Fidanhklarinda goriilen fungal hastalik etmenlerinin

belirlenmesine yonelik arastirmalar

Ulkemizde orman fidanlik hastaliklar1 konusunda yapilmis ¢ok az sayida arastirmaya
rastlanmistir. Bu ¢alismanin birinde Vural (1989) Fistik ¢ami fidanlarinda ¢okertme
etmenleri olarak Fusarium oxysporum, Rhizoctonia sp., Pythium spp., Phytophthora
spp. saptamistir. Bu etmenler icinde en yaygin olaninin F. oxysporum oldugu
bulunmustur. Fidanliklarda thiram, metalaxyl ve benomyl etkili maddeli programlar
denenmis ve basarili sonucglar alinmistir. Diger calismada ise Ege ve Goller Bolgesi
fidanliklarinda; Pinus brutia, Pinus nigra subsp. pallasina, Cedrus libani, Pinus
pinea ve Ailanthus glandulosa fidanlarinda ¢okerten etmenleri olarak Fusarium spp.,
Rhizoctonia solani, Pythium spp. Alternaria spp. ve Macrophomomina phaseolina
sirastyla %53, %19, %10 %10 ve %6 oranlarinda tespit edilmistir. Cokertene en
etkili uygulama antagonistlerle kombine edilerek uygulanan propamacarb ve

hymexazole olmustur (Ozdamar, 1999).
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Dogmus ve Doganoglu (2003) yapmis olduklar1 ¢alismada orman fidanliklarinda
cokerten hastaliginin éneminden bahsetmis ve bu hastaligin etmenleri ve hastaligin

biyolojik kontroliinde ektomikorizal funguslarin kullanim olanaklarini tartigmistir.

Akilli ve dig. (2010), Bursa, Eskisehir, Kastamonu ve Samsun illerinde bulunan
orman fidanliklarinda kokler, yapraklar ve 6lii agaglardan toplanan patojenlerin
izolasyonu ve tanimlamalarini yaptiktan sonra funguslarin neden oldugu hastaliklara
isaret ettiler. Fidanlarin 6liimiine sebep olan bir¢ok fungus oldugu da belirtilmistir.
Bu c¢alismada fidanlarin 6liimiine neden olan funguslar Clindrosporium sp,
Melapsoridium sp, Fusarium oxysporum, F. solani, F. moniliforme ve Verticillium

sp. olarak tanimlanmustir.

Kurt (2011), Adana bolgesinde ilk kez koklerde cok siddetli ciiriikliige neden olan
Cylindrocarpon destructans’in varligindan bahsetmektedir. Burada Cupressus
sempervirens ve Thuja occidentalis agaclarinin koklerinden izole edilmis olan
fungusun kok ¢iiriikliigiiniin asil nedeni olup olmadigini anlamaya yonelik olarak
yapilan aym tiir aga¢ fidanlar iizerinde fungal enfeksiyon deneyi (patojenisite testi)

sonucunda, fidanlardaki kok ¢iiriigiiniin gercek sebebi oldugu bulunmustur.

Aday-Kaya (2014) yapmis oldugu tez ¢alismasinda Tiirkiye’nin batisinda yer alan ve
agaclandirma caligmalar1 icin 6nem arz eden orman fidanliklarinda genis ve igne
yaprakl fidan tiirlerinde kok citrtikliigiine neden olan 6karyot patojenlerin varligin
belirlemis, teshisleri klasik ve molekiiler yontemler yardimiyla gergeklestirmis, izole
edilen tiirler elde edildikleri konukgular iizerinde hastalik olusturma yetenekleri
acisindan test etmistir. Yapilan calismalar sonucunda bu fidanliklarda Fusarium
oxypsorum, Fusarium solani, Fusarium verticillioides, Cylindrocarpon destructans,
Rhizoctonia solani, Verticillium dahliae ve Pestalatiopsis clavispora, Pythium
aphanidermatum, Pythium intermedium, Pythium irregulare, Pythium ultimum,
Phytophthora cactorum, Phytophthora citricola, Phytophthora megasperma ve
Phytophthora syringae varligi tespit edilmistir. Elde edilen tiim izolatlarin ise

patojenik oldugu ortaya ¢ikmistir.

12



Karakaya ve dig. (2015) tarafindan ormanlarda hastaliklarin patojenik nedenlerini
belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada; bir¢ok iilkede fungal patojenlerin, koti
drenajin oldugu fidanliklarda (uygun olmayan nem drenaji kosullar1) ortaya ¢iktigi
sonucuna varmiglardir. Buna fidanlarda goriilen ¢okerten hastaligi, kok ciirtikligi,
yumusak govde ve agag¢ kanseri gibi baglica hastaliklarin patojenleri tespit edilmistir.
Bunlar bir fidanliktan digerine veya bir bolgeden digerine hastalik bulagtirma nedeni
olabilmektedir. Bu fungal patojenler arasinda Fusarium solani, F. oxysporum,
Pyhtium spp., Phytophthora sp., Melampsora ve Dothistroma tiirleri yer almaktadir.
Bu incelemede izolasyonun ardindan, klasik ve molekiiler yontemlerle tanimlama

yapilmuistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Calismada kullanilan materyaller ve arastirmanin yapildigi orman fidanliklar ile

kullanilan yontemler sagida belirtilmistir.

3.1. Materyal

Caligmanin ana materyallerini, Kastamonu Orman Bolge Miidirligii simirlar
igerisindeki li¢ orman fidanliginda yetistirilen igne yaprakli ve genis yaprakli fidanlar
ile bu fidanlarda hastaliga neden olan fungal hastalik etmenleri olusturmaktadir.
Funguslarin izolasyonu, morfolojik teshis ve patojenisite testi i¢in Patates Dekstraoz
Agar (PDA) ve Misir Unu Agar (MUA) besi ortamlari, steril plastik petri kaplart,

steril kabin, bisturi, parafilm ve aliiminyum folyo kullanilmstir.

DNA” y1 ekstrakte etmek i¢cin DNA ekstraksiyon Kiti, sterilizasyon cihazi, santrifiij

cihazi, su kiiveti ve vibrasyon cihazi kullanilmigtir.

3.1.1. Arastirma Alanlar

Arastirmalar, Kastamonu Orman Bolge Midiirliigii'ne bagli Golkoy, Daday ve
Tagkoprii orman fidanliklarinda gergeklestirilmistir (Harita 3.1).

Daday
Orman
Fidanhg:

Taskopru
>
= Orman

Harita 3.1. Calisma alanlarin1 gosteren harita
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Bu calismanin yapildig1 fidanliklar ile ilgili genel bilgiler asagida sunulmustur

(Anonim, 2004).

3.1.1.1. Gélkéy Orman Fidanlig

87.647 m2'lik toplam alani olan Go6lkdy fidanligir 1986 yilinda kurulmustur; bir¢ok
orman agacit cinsi fidan dikilmektedir ve orman agaglarinin ¢ogunun fidanlari
polietilen torbalarda yetistirilmektedir (Harita 3.2). Bu fidanlikta arastirmalar
25.05.2017 tarihinde yapilmistir.

Fidanlik kumlu killi balgik tiirli topraga sahiptir. Toprak bilesimi akarsu egimi
alivyonunun etkisinde (Azonal) gelismis geng aliivyal topraklardir. Ayrica. kireg
acisindan zengindir. Topragin pH’1 7.60-7.80 arasinda hafif alkalidir. Organik Madde
icerigi ise %1.45-2.49 oranindadir.

Harita 3.2. G6lkdy orman fidanligin1 gosteren harita

3.1.1.2. Daday Orman Fidanhg

Daday fidanlig1 1962 yilinda kurulmus ve toplam alani 283.517 m2’dir (Harita 3.3).
Cok sayida orman agaci fidani polietilen torbalarda yetistirilmektedir. Bu fidanlikta

aragtirmalar 14.09.2017 tarihinde yapilmstir.
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Fidanlik kumlu killi balgik tiirii topraga sahiptir. Toprak bilesimi akarsu egimi
alivyonunun etkisinde (Azonal) gelismis geng¢ aliivyal topraklardir. Ayrica. kireg
acisindan zengindir. Topragin pH’1 7.60-7.80 arasinda hafif alkalidir. Organik Madde
icerigi ise %1.77-4.11 oranindadhr.

Harita 3.3. Daday orman fidanligin1 gosteren harita

3.1.1.3. Tasképrii Orman Fidanhg

Taskoprii fidanlhigr 1989 yilinda kurulmus olup, toplam 327.467 m2'lik bir alana
yayilmistir.  Birgok orman agaci tiiriine ait fidami dikilidir ve orman agaci
fidanlarinin bir kism1 dogrudan topraga dikilmistir bir kismi ise polietilen torbalarda
yetistirilmektedir. Bu fidanlikta calismalar 26.10.2017 tarihinde yapilmistir (Harita
3.4).

Fidanlik kumlu killi balgik tiirii topraga sahiptir. Ayrica. kire¢ agisindan zengindir.
Topragin pH’1 5.50-6.80 arasinda hafif alkalidir. Organik Madde igerigi ise %1.97

oranindadir.
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Harita 3.4. Tagkoprii orman fidanligini gosteren harita

3.2. Yontem

Incelemelerde uygulanan yontem asagidaki verilen temel adimlardan olusmaktadir.
(Sekil 3.1).

FIDANLIK Hastalik belirtilerini gésteren fidan érneklerinin
CALISMALARI toplanmasi

izolasyon icin hastalikli fidan érneklerinin
yaprak/igne, gbvde, kok ve topraginin ayrilmasi

Yaprak / igne, gbvde, kok ve topraktan fungus

izolasyonu
LABORATUVAR

CALISMALARI -
Izolatlarin morfolojik olarak gruplandirilmasi ve

tanisi

izolatlarin molekdler tanisi

Fidanlarin inokulasyonu

PATOJENISITE
TESTLERI
Patojenisite testlerinin degerlendirilmesi

Sekil 3.1. Calismada izlenen asamalar
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3.2.1. Fidanhk Cahsmalari

Aragtirmalar, s0z konusu 1ii¢c fidanlikta 2017 bahar veya sonbaharinda
gerceklestirilmistir. Arastirmalar sirasinda, ilk olarak, bu fidanliklarda yetisen igne
yaprakli veya genis yaprakli orman agaci fidanlarinda incelemeler yapilmistir. Bu
fidanliklarda fidan hastaliklarinin herhangi bir belirtisi olup olmadigi arastirilmis ve
yaygin olarak simptomatik olan fidanlar tespit edilmistir. Hastalik belirtileri goriilen

fidan 6rnekleri alinmustir.

Bu 6rnekleme sirasinda, hastalik belirtilerini gosteren ¢iplak kokli fidanlar, malgtan
bir miktar toprak i¢erecek sekilde ¢ikarilmistir. Tiiplii fidanlar ise biitliniiyle alinarak,

etiketlenmis ve plastik torbalara yerlestirilmistir. (Fotograf 3.1).

Fotograf 3.1. Arazi c¢alismalarindan ve toplanan hastalik belirtisi gdsteren Orneklerden
goriintiler

Bu orman fidanliklarindan alinan toplam 308 fidanin tiir dagilim1 su sekildedir; Pinus
nigra (54 fidan), Pinus sylvestris (39 fidan), Pinus pinea (14 fidan), Cedrus libani
(76 fidan), Abies nordmanniana (92 fidan), Picea pungens (15 fidan) ve Juglans
regia (18 fidan) (Tablo 3.1).

18



Tablo 4.1. Fidanliklar ve drnekienen fidan tiirleri

Fidan Tiirleri
. . . . . . _— Abies . .
Pinus nigra Pinus sylvestris Pinus pinea Cedrus libani . Picea pungens Juglans regia
nordmanniana
Fidanliklar
Ecx | 5t | Ecx Bt lece Btlece | Bt lece|B: |ece Bt lEcnl| Bt
& a8 2 = Z 8 a8 Z ¥ 37 |83 2|3z |88 2 = Z S8 2 |¥zg 8Sc82 X3z |8a82| %3
SEs |2z | 885 |tz B85 |2z|885 | g7 85|tz |885 |2z 385|¢2¢%
Fha | 53 FRe |5 FTAlEd|lFTe | 54 FTAIEE (T4 58 FTR | 53
Golkoy
orman 1175% 25 789%¢ 24 - - 9702 28 - - - - - -
fidanlig1
Daday
orman - - - - - - 780%¢ 48 1865%¢ 75 - - 894%¢ | 18
fidanlig1
Tagkoprii
orman 253200 29 272400 15 135 14 - - 867 17 200 15 - -
fidanlig

* Toplam Fidan Sayist: Simptomlar i¢in degerlendirilen fidanlarin toplam sayzst,
** Ornekleme Sayist: Simptomlara gére drneklenmis fidanlarmn sayist
a: polietilen naylon torbalardaki fidanlar

b: tohum yataklarinda yetistirilen fidanlar
C: 2 yasindan biiyiik fidanlar
d:lyasindaki fidanlar
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3.2.2. Laboratuvar Calismalari

Laboratuvara getirilen hastalikli fidan 6rnekleri, Simptomlarin bulundugu bolgelere
gore yaprak/ibre, govde, kok ve toprak olarak ayrilmig ve plastik torbalara

yerlestirilmistir (Fotograf 3.2).

Fotograf 3.2. Plastik torbalara yerlestirilen fidan ve toprak 6rnekleri

3.2.2.1. Bitki Dokularindan ve Topraktan Funguslarin Izolasyonu

Bitki dokularindan funguslarin izolasyonu

Bitki dokularindan fungus izolasyonu i¢in, fidanlardan ayrilan yaprak, gévde ve kok
parcalar1 oncelikle ¢esme suyu altinda yikanmis ve ardindan kurutulmustur. Bu
ornekler daha sonra yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur (Galleglly ve Hong,
2008). Yiizey sterilizasyonu i¢in, doku pargalar1 ilk 6nce 30 saniye %70’lik alkol
icine daldirilmig, ardindan da %6 ile %14 sodyum hipokloritte 1 dakika kadar
bekletilip steril saf su ile yikandiktan sonra steril filtre kagitlarinda kurutulmustur.
Kurutulan doku pargalari, aseptik kosullarda daha kiigiik parcalara ayrilmis ve
icerisinde patetes dekstroz agar (PDA) iceren 9 mm c¢apinda petri kaplarina
ekilmistir. Ekimler her bir 6rnek icin 3 tekerriirlii yapilmistir. Petri kaplar1 parafilm
ile sarilmis ve oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir (Fotograf 3.3). Ayni
zamanda fungusun mikroskop ile morfolojisini tanimak i¢in kullanilan misir unu

agar (MUA) kullanilmistir.
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Fotograf 3.3. Bitki dokularindan fungusun izolasyonu a-b) Besi ortami igeren petri
kaplarinin hazirlanmasit ¢) Hastalikli dokulardan petri kaplarina izolasyon
yapilmast

Toprak orneklerinden funguslarin izolasyonu

Toprak o6rneklerinden fungus izolasyonunda "Toprak Seyreltme Teknigi"
kullanilmigtir. Yontem ayrica "Topragr Sulandirma Yontemi" olarak da

adlandirilabilir (Waksman,1922).

Toprak seyreltme yontemine dayanan kiiltlir tekniginin uygulanmasinda 10 gr taze
toprak 250 ml steril erlenmayer icerisine konularak iizerine 90 ml steril distile su
eklenmistir. Bu yontemle elde edilen 1/10 toprak siispansiyonu, 20-30 dakika
boyunca mekanik calkalayicida calkalanmistir (Oner 1973). Calkalama islemi
tamamlandiginda, toprak parcaciklari dibe ¢dkmeden once, steril pipetle 1 ml'lik
numune alinarak 9 ml steril saf su igeren bir tiipe aktarilarak 1/100’liik siispansiyon
elde edilmistir. Bu siispansiyonun 1 ml'lik numunesi, 9 ml steril saf su igeren baska
bir tiipe aktarilmistir. Bu sekilde 1/1000'lik bir siispansiyon elde edilmistir. Bu
stispansiyonun 1 ml'sini 9 ml steril saf suya transfer ederek, 1/10.000'lik bir
stispansiyon elde edilmistir (Sekil 3.2, Fotograf 3.4). Topraklardan fungus
izolasyonunda kullanilmaya en elverigli silispansiyon serileri, diliisyon oranlar
1/1000 ile 1/100.000 arasinda olanlardir (Hasenekoglu, 1989). Bu ¢alismada, 103

seyreltme faktorlii siispansiyonlar kullanilmigtir.
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00 Ml satsterisu + PDA + streptomycin besiyeri
0 ar teprak Omlsatsteriisu Omlsatsteriisu 9Mlsatsterisu

1110 14100 111000 1110000

Sulandirma katsaylan(Dillisyon oran)

10! 10 10° 10 ¢

Dilusyon {seyreltme) faktord

Sekil 3.2.Toprak drneklerinin seyreltme yontemi

Fotograf 3.4. Toprak 6rneklerinin seyreltme islemi

Yukarida aciklandign  gibi  hazirlanan  10%lik seyreltme faktorlii  toprak
slispansiyonundan, organik madde ve toprak partikiillerinin ¢okelmesi olmaksizin, 1
ml'lik bir steril pipetle 6rnek alinarak, birka¢ giin 6nce hazirlanan PDA ortam1 iceren
9 cm ¢apinda petri kabina inokule edilmistir (Phara ve Kommedahl, 1954). Kapagi
kapal1 olan petri kabi, 6rnegin kiiltiir ortami ile 6rnek karigimi saglamak igin 1slak bir

bez lizerinde rotasyonel hareketlerle hafif¢ce ¢alkalanmistir (Hasenekoglu, 1989).
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Yukarida agiklanan tiim iglemler, tim toprak ornekleri i¢in teker teker uygulanmis,
inokulasyonlar (ekimler) 3 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir. Tiim petriler 26 £ 1°C'ye

ayarlanmis ve 12 saat NUV aydinlatmali inkiibatérde 7 ile 8 giin inkiibe edilmistir.

3.2.2.2. Funguslarin Morfolojik ve Molekiiler Teshisi

Fungal izolatlarin morfolojik teshisi

Funguslarin misel gelisimi tamamlandiktan sonra sporlarin 151k mikroskobu
kullanilarak goriintiileri alinmistir. Ayrica fungal izolatlarin morfolojik teshislerinde,
elde edilen saf kiiltiirlerin besin ortamindaki gelisimleri, koloni morfolojilerine
bakilarak  degerlendirilmesi sonucunda gerceklestirilmigtir  (Landis, 1976;

Bloomberg, 1981; James, 1985b,c; Crosby ve dig. 2010).

Fungal izolatlarin molekiiler teshisi

Elde edilen fungal izolatlarin molekiiler yontemlerle tanisinda DNA dizi analizi
gerceklestirilmistir. Burada izlenecek asamalar; (1) funguslardan DNA izolasyonu,

(2) PCR, (3) DNA dizilemesi ve (4) dizi analizi seklindedir.

DNA's1 elde edilmek istenen izolatlar ilk olarak selofan membran ile kaplanmis malt
ekstrakt agar (MEA) igeren besiyerlerinde 6-8 giin boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun sonunda gelisen miseller selofan membrandan kazinarak steril
ependorf tiiplere aktarilmistir. Bu taze miseller toz haline gelene kadar sivi azot
yardimi ile porselen havanlarda ezilmistir. 50 mg toz materyal DNA izolasyonunda
kullanilmak {iizere steril bir ependorf tiipe alinmistir. Toz haline getirilmis miselin
DNA izolasyonunda, uygun fungal DNA izolasyon kiti kullanilmistir (Fotograf 3.5).
Izole edilmis fungal genomik DNA, PCR yapilincaya kadar + 4°C'de tutulmustur.
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Fotograf 3.5. DNA ekstraksiyonunda kullanilan kit ve ekstraksiyon islemleri

Elde edilen izolatlarinin DNA’lar1, PCR ile, ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG)
ve ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) primerleri kullanilarak g¢ogaltilmistir
(White vd., 1990).

DNA dizilemesi ve filogenetik analizler, hizmet alim1 yoluyla ticari bir sirket (BM
Laborotuarlar1 — Ankara) tarafindan gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA dizileri
cesitli bilgisayar yazilimlari kullanilarak diizenlenmis ve daha sonra Gen Bankasinda

BLAST programinda gen bankasinda bulunan diger diziler ile karsilagtirilmistir.

3.2.3. Patojenisite Testleri

Patojenisite testleri Ocak 2018’den itibaren 3 ay siire ile Kastamonu Universitesi

Mantar Arastirma ve Uygulama Merkezi Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

Clindrocarpon destructans, Fusarium solani, F. moniliforme, F. oxysporium olarak
teshis ediln funguslara ait izolatlarin patojenisite testleri Pinus nigra, Cedrus libani,
Pinus sylvestris, Abies nordmanniana, Pinus pinea,Picea pungens ve Juglans regia

fidanlar1 tizerinde yapilmastir.

Patojenite testlerinde, her bir izolat 3 fidana inokiile edilmis ve 3 ay boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Patojenite testlerinde ilk 6nce fidanlarin gévdesinin 5-10
cm yukarist alkol ile temizlenmis ve bu temizlenmis alanda bir kabuk delici
yardimiyla 2 mm’lik yara acilmistir. Bu yaraya fungal izolatlarin gelismekte olan

kolonisinin u¢ kisimlarindan steril bir kabuk deliciyle alinan ayni biiyiikliikteki

24



parcalar yerlestirilmistir. Yara, kurumayr onlemek i¢in ve aliminyum kapli Ortii

pargasini yaralt dokuda tutmak igin parafilm ile sarilmistir (Fotograf 3.6).

Fotograf 3.6. Patojenisite denemesinin asamalari. a) Kabuk delici yardimiyla fidan
govdesinde yara agilmasi b) Fidanlarin enfekte edilmesi ¢) Yaranimn
ustiintin parafilm ile sarilmasi

Uc aylik inkubasyon doneminin sonunda, fidanlar kok bogazindan kesilmis,
parafilmler agilmis ve inokiilasyon noktasindan lezyonun gelisimi cetvel yardimiyla

dikey olarak ol¢iilmistiir (Fotograf 3.7).

Fotograf 3.7. Patojenisite denemesinin sonuglandirilmasi. a) Fidanlarmm dip
kismidan kesilmesi b) Lezyon {izerindeki kabugun soyulmasi c)
Lezyon boylarinin dl¢iilmesi
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3.3. istatistiksel Analiz

Yapilan patojenisite testi i¢in; her bir fungus tiiriiniin (dort tiir), her bir konukgu tiirii
(yedi tiir) lzerindeki patojenik yeti diizeylerinin etkisini arastirmak amaciyla
Kruskal-Wallis testi (H) yapilmistir. Gruplar arasi karsilastirmali ortalama lezyon
uzunlugu ve standart sapmayr gostermek icin bir betimleyici istatistik tablosu

hazirlanmistir.

Istatistiksel analizleri yapmak icin, fidanlarda tamamen tesadiifi taslak (TTT)

uygulanmistir. Bunlar da:

4 Fungus * 7 Fidan Tiri* 3 Tekerriir

Istatistiksel analizlerde SPSS programi kullanilmistir (Pallant, 2013).
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4. BULGULAR

4.1. Simptomatik Fidanlardan izole edilen Funguslarin Teshisi

Calisma boyunca yorede bulunan ii¢ adet orman fidanlhiklarindan, Golkdy
Fidanligi’indan 77, Daday Fidanligi'indan 141 ve Taskoprii Fidanhigi'ndan ise 90
olmak tizere 308 simptomatik fidan 6rnegi alinmig ve bunlardan yaprak, kok, govde
ve ayrica topraktan ornekleri ayrilmistir (Tablo 4.1)., fungal patojenlerin tespiti i¢in
ve bu dokulardan ve topraktan PDA ve MUA besi ortamina izolasyonlar yapilmistir.
Elde edilen izolatlarin morfolojik ve molekiiler yontemlerle teshisi yapilmistir.
Teshis c¢alismalart sonucunda, Kastamonu yoresi orman fidanliklarinda hastalik

belirtisi gosteren fidanlarda toplam 6 tiir fungus tespit edilmistir (Tablo 4.2).

Golkdy orman fidanliginda yapilan ¢aligmalar sonucunda Cedrus libani
fidanlarindan Aspergillus niger, Pinus nigra fidanlarindan Fusarium solani ve Pinus

sylvestris fidanlarindan Clonostachys rosea izole edilmistir (Tablo 4.2).

Daday orman fidanligindan toplanan fidanlarda yapilan izolasyonlar sonucu Abies
nordmanniana fidanlarinda Clindrocarpon destructans ve Cedrus libani, Abies
nordmanniana ve Juglans regia fidanlarinda Fusarium moniliforme tespit edilmistir.
(Tablo 4.2).

Taskoprii orman fidanliginda Pinus nigra, Pinus sylvestris ve Pinus pinea
fidanlarindan Fusarium oxysporium izole edilirken Picea pungens ve Abies

nordmanniana fidanlarindan Fusarium solani izole edilmistir. (Tablo 4.2).
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Tablo 4.1. Fidan tiirleri itibariyla fungus izolasyonu yapilan drnekler

Izolasyonlar i¢in ayrilmis drnek sayisi
Ornek Dokusu | Golkdy Daday Taskoprii | Toplam
fidanlig1 fidanlig1 fidanlig1
Pinus nigra Fidan 25 - 29 54
Yaprak 8 - 7 15
Govde 5 - 8 13
Kok 6 - 7 13
Toprak 6 - 7 13
Pinus sylvestris Fidan 24 - 15 39
Yaprak 8 - 4 12
Govde 6 - 3 9
Kok 5 - 4 9
Toprak 5 - 4 9
Pinus pinea Fidan - - 14 14
Yaprak - - 3 3
Govde - - 3 3
Kok - - 4 4
Toprak - - 4 4
Cedrus libani Fidan 28 48 - 76
Yaprak 7 11 - 18
Govde 7 13 - 20
Kok 7 12 - 19
Toprak 7 12 - 19
Abies Fidan - 75 17 92
nordmanniana Yaprak - 13 4 17
Govde - 22 5 27
Kok - 20 4 24
Toprak - 20 4 24
Picea pungens Fidan - - 15 15
Yaprak - - 3 3
Govde - - 4 4
Kok - - 4 4
Toprak - - 4 4
Juglans regia Fidan - 18 - 18
Yaprak - 6 - 6
Govde - 4 - 4
Kok - 4 - 4
Toprak - 4 - 4
Toplam 77 141 90 308
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Tablo 4.2. Her bir fidanliktan alinan fidan érnekleri ve bu fidanlardan izole edilen

funguslar
Fidanhklar Fungus Fidan Tiirleri
Fusarium solani Pinus nigra®
Aspergillus niger Cedrus libani®
Golkoy
Clonostachys rosea Pinus sylvestris?
Clindrocarpon destructans Abies nordmanniana®
Cedrus libani®
Daday . . Abies nordmanniana?
Fusarium moniliforme
Juglans regia®
Pinus nigra®
. : Pinus sylvestris®?
Fusarium oxysporium
Pinus pinea®d
Taskopri
Picea pungens®
Fusarium solani
Abies nordmanniana®

a:yaprak, b:govde, c:kok, d:toprak

4.1.1. Fidanlardan ve Toprak Orneklerinden Izole Edilen Funguslarin

Morfolojik Tanimlamasi
4.1.1.1. Fusarium oxysporum Schlecht. emend. Snyder & Hansen, (1824)

Fidanlardan izole edilen funguslar i¢in, MUA'daki yetisen fungusun biiyiimesi ile
ilgili olarak solma ve renk kaybi gozlenmistir. Fungusun miselleri kirmiz1 beyaz
renktedir. Fungusun mikrokonidiyum ve sporodokiyumunun agik ve yogun bir

goriiniimii bulunmakta, renksiz ve uzun boliimlii bir sekildedir (Fotograf 4.1).
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Fotograf 4.1. Fusarium oxysporum a) Besi ortamindaki misel gelisimi b) Isik
mikroskobunda sporlarin goriintiisii

4.1.1.2. Aspergillus niger van Tieghem 1867

MUA igeren petri kabinda gelistirlen fungus, mikroskop altinda incelendiginde koyu
kahverengi renkte miselleri goriilmiistir. Isik mikroskobunda incelendiginde

fungusun kiiresel sporlar1 goze ¢arpmaktadir. (Fotograf 4.2).

Fotograf 4.2. Aspergillus niger a) Besi ortamindaki misel gelisimi b) Isik
mikroskobunda sporlarin goriintiisti
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4.1.1.3. Cylindrocarpon destructans (Zinssm.) Scholten, (1964)

Fungusun izole edildigi fidanlarda, hastaliin acik belirtileri gorilmiistir. MUA
besiyerinde elde edilen saf kiiltiiriin rengi ortasi sari-kahverengi etrafi beyaz olarak

gorilmistiir. Isik mikroskobunda incelendiginde kalin silindirik ve seffaf sporlar

goriilmektedir (Fotograf 4.3).

Fotograf 4.3. Cylindorocarpon destructans a) Besi ortamindaki misel gelisimi b) Isik
mikroskobunda sporlarin goriintiisii

4.1.1.4. Fusarium solani (Mart.) Sacc., (1881)

Fungusun MUA’daki misel gelisimi incelendiginde miselin beyaz renkte oldugu
gozlemlenmistir. Isik mikroskop altinda, fungusun sporlarimin eliptik ya da fasulye

benzeri bir sekle sahip oldugu goriilmistiir (Fotograf 4.4).

Fotograf 4.4. Fusarium solani a) Besi ortamindaki misel gelisimi b) Isik
mikroskobunda sporlarin goriintiisii
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4.1.1.5. Fusarium moniliforme J. Sheld. (1904)

Enfeksiyonun ileriki asamalarinda, fidanlar iizerinde agik belirtiler ortaya g¢iktigi
gozlemlenmistir. Fidan solgun goriinlir; bu fungusun varligi koklerde acikca
gozlenebilmektedir. Bu fungus MUA besi ortami iizerinde gelisen miseller acik
kahverengi renktedir. Isik mikroskobu altinda ise ¢ok sayida kiiciik, boliinmiis
fasulye seklinde sporlar1 gozlenmistir (Fotograf 4.5).

Fotograf 4.5. Fusarium moniliforme 'nin 151k mikroskobunda sporlarin goriintiisii

4.1.1.6. Clonostachys rosea f. rosea (Link) Schroers, (1999)

Fungusun MUA besiyerinde gelisen miselleri beyaz yiin seklinde (Fotograf 4.6)

goriilmektedir. Sporlari kiire bi¢gimindedir.

Fotograf 4.6. Clonostacys rosea nin besi ortamindaki misel gelisimi
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4.1.2. Fidanlardan ve Toprak Orneklerinden izole Edilen Funguslarin
Molekiiler Tanis1

Fidan ve toprak Orneklerinden izole edilen funguslar i¢in molekiiler teshis (ITS1-
ITS4) ornekleri kullanilarak elde edilen sonuglar agagidaki gibi gen dizisine gore

siralanmustir.

4.1.2.1. Fusarium oxysporum Schlecht. emend. Snyder & Hansen, (1824)

Tagkdprii orman fidanliginda bulunan Pinus nigra, Pinus sylvestris ve Pinus pinea
fidanlarindan izole edilen F. oxysporum olarak teshis edilen izolatin,  gen
bankasindaki diger funguslarin dizileriyle kiyaslanmistir. Elde edilen filogenetik
agacta hastalikli fidandan izole edilen izolat kirmiz1 ¢ergeve igerisinde gosterilmistir.
DNA dizisinin toplam baz sayisi 530°dur (Sekil 4.1). Gen bankasindaki F.
oxysporum izolatlarina benzerlik %99 olup matriks eslesme orani ise % 99’dur (Sekil
4.2)

GTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGA
ACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGAC
GGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAA
ACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATG
CCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGC
GTTAATTCGCGTTCCTCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCG
TAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCC
CAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAG
CATATGAATAAC

Toplam baz sayist: 530
Benzerlik skoru: 972

Dizi eslestirme orant: %99
Benzerlik orani: %99

Sekil 4.1. Fusarium oxysporum’un DNA dizisi
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—: Fusarium oxysporum LT746253
Fusarium sp MH628445

Fusarium oxysporum LT746253

Fusarium sp KT269026
Fungal endophyte KU179269
Fungal sp KY607759

—: Fungal sp KY607758
Fusarium oxysporum MH681160

Sekil 4.2. Gen bankasindaki diger funguslar ile Fusarium oxysporum’a ait izolatin
karsilastirilmasi

4.1.2.2. Aspergillus niger van Tieghem 1867

Genetik zincirin toplam baz uzunlugu 509’ dur (Sekil 4.3). Gen bankasindaki
dizilerle kiyaslandiginda fidanlardan elde edilen izolatlarin benzerlik orani %100
olup matriks eslesme orani da %100'diir. Sekil 4.4’te G6lkOy orman fidanliginda ve
gen bankasinda bulunan Cedrus libani'den izole edilmis ve tanimlanmis olan A.
niger arasindaki kargilastirma goriilebilmektedir. Elde edilen filogenetik agacta

hastalikli fidandan izole edilen izolat kirmiz1 ¢erceve igerisinde gosterilmistir.

ACCTGCGGAAGGATCATTACCTAGAGTTGTAGGCTTTGCCTGCTATCTCTTA
CCCATGTCTTTTGAGTACCTTCGTTTCCTCGGCGGGTCCGCCCGCCGATTGGA
CAATTTAAACCATTTGCAGTTGCAATCAGCGTCTGAAAAAACTTAATAGTTA
CAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT
TTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCTCGCCTCTGCGCGTA
GACTCGCCTCAAAACAATTGGCAGCCGGCGTATTGATTTCGGAGCGCAGTA
CATCTCGCGCTTTGCACTCATAACGACGACGTCCAAAAGTACATTTTTACAC
TCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAA

Toplam Baz sayisi: 509
Benzerlik skoru: 941

Dizi eslestirme orant: %100
Benzerlik orani :%100

Sekil 4.3. Aspergillus niger’in DNA dizisi
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{Aspergillus niger KY977437 |
Phoma sp KT989562

Peyronellaea glomerata KM979921

Ascomycota sp KP698371
Didymella pomorum KR909147

— Scytalidium acidophilum HQ213804
| Didymella glomerata LT603041
— Didymella americana KY070278
| Peyronellaea glomerata KT192408

Sekil 4.4. Gen bankasindaki diger funguslar ile Aspergillus niger ‘e ait izolatin
Karsilastirilmasi

4.1.2.3. Cylindrocarpon destructans (Zinssm.) Scholten, (1964)

Genetik zincirin toplam baz uzunlugu 547 ‘dur (Sekil 4.5). Gen bankasindaki diziye
kiyasla; elde edilen izolatin benzerlik oran1 % 100 olup matriks eslestirme orani
%100'diir. Sekil 4.6’da, Daday orman fidanliginda bir Abies nordmannniana’dan
izole edilmis olan C. destructans’mm ve gen bankasindaki baska bir izolatlarla
kiyaslamas1 goriilebilmektedir. Elde edilen filogenetik agagta hastalikli fidandan

izole edilen izolat kirmizi ¢ergeve igerisinde gosterilmistir.

GAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATACAACTCATCAACCCTGTGAAC
ATACCTAAAACGTTGCTTCGGCGGGAACAGACGGCCCTGTAACAACGGGCC
GCCCCCGCCAGAGGACCCCTAACTCTGTTTTTATAATGTTTTTCTGAGTAAAC
AAGCAAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAA
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGC
CTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAGGCCCCCGGGCCTGGCGTTGGGGATC
GGCAGAAGCCCCCTGTGGGCACACGCCGTCCCTCAAATACAGTGGCGGTCC
CGCCGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGCTAACACCTCGCAACTGGAGAGCGGC
GCGGCCATGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGAATCAGGTA
GGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA

Toplam Baz sayis1: 546
Benzerlik skoru: 1009

Dizi eslestirme orant : %100
Renzerlik arani: %100

Sekil 4.5. Cylindrocarpon destructans’in DNA dizisi
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{ Cylindrocarpon destructans GU395506
Fungal sp KT948039

Neonectria radicicola GQ169022

Dactylonectria torresensis KP789317

Neonectria sp JF429683

—— Ilyonectria macrodidyma JF807395
I Dactylonectria macrodidyma KX783337

Sekil 4.6. Gen bankasindaki diger funguslar ile Cylindrocarpon destructans’a ait
izolatin karsilastirilmast

4.1.2.4. Fusarium solani (Mart.) Sacc., (1881)

Genetik zincirin toplam baz uzunlugu 546 ‘dur (Sekil 4.7). Gen bankasindaki diziye
kiyasla; elde edilen izolatin benzerlik orant % 100 olup matriks eslestirme orani
%100'diir. Golkdy orman fidanhiginda Pinus nigra’dan ve Taskoprii'deki Abies
nordmanniana ve Picea pungens’ten izole edilmis ve tanimlanmis olan F. solani ile
ve gen bankasindaki diger bir izolatin karsilagtirmasi yapilmistir (Sekil 4.8). Elde
edilen filogenetik agagta hastalikli fidandan izole edilen izolat kirmizi g¢erceve

icerisinde gosterilmistir.

GGGGAACCAGGAGTACACTCCCAACCCCTGGTGACATACCTATTTGTTGCCT
CGGCGGTGCCTGTTCCGACAGCCCGCCAGAGGACCCCAAACCCTGATTACA
TTTAAGAAGTCTTCTGAGTAAACCGATTAAATAAATCAAAACTTTCAACAAC
GGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA
ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGC
CCGCTAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAG
CCCCCGGGCTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGCCTCCGCGCCCGCCGTCCCCTA
AATCTAGTGGCGGTCTCGCTGTAGCTTCCTCTGCGTAGTAGCACACCTCGCA
CTGGGAAACAGCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCCAACTTCTGAACGTTTGA
CCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAA

Toplam baz sayisi: 547
Benzerlik skoru: 1007

Dizi eslestirme oran1:%100
Benzerlik orani:%100

Sekil 4.7. Fusarium solani’nin DNA dizisi
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Fusarium solani KM231800|
Fusarium sp KT313636
Neoccsmospo rebicola NR154227

Fusarium sp MF281299

Fusarium solani MF687456
Unculiured fungus KX826882
Fusarium oxysporum DQ452447

Neocasmospora rubicola AB 25489

Sekil 4.8. Gen bankasindaki diger funguslar ile Fusarium solani’nye ait izolatin
karsilastirilmasi

4.1.2.5. Fusarium moniliforme J. Sheld. (1904)

Genetik zincirin toplam baz uzunlugu 513’tiir (Sekil 4.9). Gen bankasindaki diziye
kiyasla; elde edilen izolatin benzerlik orant % 100 olup matriks eslestirme orani
%100'diir. Sekil 4.10, Daday orman fidanliginda bulunan Cedrus libani, Abies
nordmannniana ve Juglans regia fidanlarindan izole edilmis ve tanimlanmis olan F.
moniliforme ve gen bankasindaki izolatlar ile arasindaki karsilagtirmayi
gostermektedir. Elde edilen filogenetik agacta hastalikli fidandan izole edilen izolat

kirmizi gerceve igerisinde gosterilmistir.

GTTGGAGAGTTTCACTCCAAACCCCTGACATACCAATTGTTGCCTCGGCGGA
TCAGCCGCTCCCGGTAAAACGGGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTT
TATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACACGGATC
TCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTG
AATTGCAGAATTCAGTAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCCAGCCCCCGGGTTT
GGTGTTGGGGATCGGCGAGCCCTTGCGGCAAGCCGGCCCCGAAATCTAGTG
GCGGTCTCGCTGCGCTTCCATTGCGTAGTAGTAAAACCCTCGCAACTGGTAC
GCGGCGCGGCCAAGCCGTTAAACCCCAACTTCTAATGTGACCTCGAAGTCC
GCCCGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAG
GAA

Toplam Baz sayisi: 513
Benzerlik skoru: 934

Dizi eslestirme orant : %100
Benzerlik orani: %100

Sekil 4.9. Fusarium moniliforme’nin DNA dizisi
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4|:| Fusarium moniliforme KR779770f
Fusarium proliferatum KT803067
Fusarium fujikuroi MF426033
Fusarium sp MH473760
Gibberella moniliforme JX370629

Gibberella fujikuroi JQ363727
Fusarium proliferatum KT310993

Sekil 4.10. Gen bankasindaki bir diger funguslar ile Fusarium moniliforme’ye ait
izolatin karsilastirilmast

4.1.2.6. Clonostachys rosea f. rosea (Link) Schroers, (1999)

Genetik zincirin toplam baz uzunlugu 554°tiir (Sekil 4.11). Gen bankasindaki diziye
kiyasla; elde edilen izolatin benzerlik oran1 % 99 olup matris eslestirme oram1 %
100'diir. Go6lkdy orman fidanliklarinda Pinus sylvestris'ten izole edilmis ve
tanimlanmis olan C. rosea ve gen bankasindaki izolatlarla arasindaki karsilagtirmay1
gostermektedir (Sekil 4.12). Elde edilen filogenetik agagta hastalikli fidandan izole

edilen izolat kirmiz1 gerceve icerisinde gdsterilmistir.

TAGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCATG
TGAACATACCTACTGTTGCTTCGGCGGGATTGCCCCGGGCGCCTCGTGTGCC
CCGGATCAGGCGCCCGCCTAGGAAACTTAATTCTTGTTTTATTTTGGAATCT
TCTGAGTAGTTTTTACAAATAAATAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA
GAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTC
TGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCATTTCAACCCTCATGCCCCTAGGGCGT
GGTGTTGGGGATCGGCCAAAGCCCGCGAGGGACGGCCGGCCCCTAAATCTA
GTGGCGGACCCGTCGTGGCCTCCTCTGCGAAGTAGTGATATTCCGCATCGG
AGAGCGACGAGCCCCTGCCGTTAAACCCCCAACTTTCCAAGGTTGACCTCA
GATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT

Toplam Baz sayisi: 554
Benzerlik skoru: 1020

Dizi eslestirme orant : %99
Benzerlik orani: %100

Sekil 4.11. Clonostachys rosea‘nin DNA dizisi
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 Clonostachys rosea KY703872
{ MTrichoderma sp H284648
Bionectria ochroleuca GU256754
Nectria gliocladioides AJ509864

—— Ascomycetes sp AJ279488

L Bionectria ochroleuca HQ115728
Fungal sp KM265525
Bionectria ochroleuca GU929190

Sekil 4.12. Gen bankasindaki diger funguslar ile Clonostachys rosea 'ya ait izolatin
karsilastirilmasi

4.2. Patojenisite Denemesine Ait Bulgular

Kruskal — Wallis testi (H) kullanarak elde edilen veriler Tablo 4.3’de
gosterilmektedir. Elde edilen sonuglara gore Pinus nigra, Cedrus libani, Pinus
sylvestris, Abies nordmanniana ve Pinus pinea patojenisite testinde kullanilan
funguslar tarafindan 6nemli 6lgiide etkilenmistir (Pinus nigra H (4) = 9,848, p =
0,043, Cedrus libani H (4) = 11,062, p = 0,026, Pinus sylvestris, H (4) = 10,610, p =
0,031, Abies nordmanniana H (4) = 10.271, p = 0.036 ve Pinus pinea H (4) =
10.742, p = 0.030). Juglans regia ve Picea pungens, funguslardan c¢ok fazla
etkilenmemistir (Juglans regia H (4) = 8.324, p = 0.080 ve Picea pungens H (4) =
9.260, p = .055).

Tablo 4.3. Kruskal — Wallis testi sonuglart

Test Statistics®?

Pinus Cedrus Pinus Abies Juglans Pinus Picea
nigra libani sylvestris nordmanniana regia pinea pungens
Ki 9.848 11.062 10.610 10.271 8.324 10.742 9.260
Kare
df 4 4 4 4 4 4 4
Asymp. .043 .026 .031 .036 .080 .030 .055
Sig.

a. Kruskal Wallis Testi

b. Grouplandirma degeri: Fungus

Test edilen fidanlar tizerinde fungal enfeksiyonun basaris1 g6z 6niine alindiginda,
enfekte edilen tim fidanlarda enfeksiyon gozlendigi ve fidanlarin kabugunun

soyulmasindan sonra Olglilen lezyon boylar1 bakimindan aralarinda Onemli
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farkliliklar oldugu bulunmustur. konukgularin kabugu altinda fungal lezyon
uzunluklariniyani sira renk kaybi da gozlemlenmistir bulunmustur. Tablo 4.4’te
goriilebilecegi gibi Clindrocarpon destructans’in daha agresif oldugu ve en duyarli
olan Pinus pinea fidanlarinda lezyon boyunun 12.9 mm'ye ulastigi olgiilmiistiir.
Fidanlarin Fusarium tiirlerine duyarliligina bakildiginda ise, Pinus pinea’nin F.
oxysporium'a karst en duyarli oldugu (12.1 mm), ardindan Cedrus libani fidanlarinin
geldigi, F. moniliforme'nin Pinus nigra fidanlar1 {lizerinde etkisinin en az oldugu

(10.2 mm) goriilebilir.

Tablo 4.4. Lezyon boylar

Fungus Konukcu Ortalama | Standart sapma N
Pinus nigra 11.6000 .88882 3
Cedrus libani 11.9333 41633 3
Pinus sylvestris 11.7000 .20000 3
Fusarium oxysporium Abies nordn_\anniana 11.8000 .45826 3
Juglans regia 11.3000 .95394 3
Pinus pinea 12.1333 .45092 3
Picea pungens 11.7000 .43589 3
Toplam 11.7381 .55989 21
Pinus nigra 12.5333 41633 3
Cedrus libani 12.4333 41633 3
Pinus sylvestris 12.7333 .51316 3
Clindrocarpon Abies nordmanniana 12.2667 40415 3
destructans Juglans regia 12.4000 .43589 3
Pinus pinea 12.9333 41633 3
Picea pungens 12.2333 41633 3
Toplam 12.5048 43414 21
Pinus nigra 10.5000 .95394 3
Cedrus libani 10.7000 .95394 3
Pinus sylvestris 10.9000 .9539%4 3
Fusarium solani Abies nordn_\anniana 10.9333 .51316 3
Juglans regia 10.9000 1.30767 3
Pinus pinea 10.6000 .9539%4 3
Picea pungens 11.2000 .9539%4 3
Toplam 10.8190 .83822 21
Pinus nigra 10.2000 .95394 3
Cedrus libani 10.6000 .9539%4 3
Pinus sylvestris 10.7000 .95394 3
Fusarium moniliforme Abies nordn_\anniana 10.6000 .95394 3
Juglans regia 11.2000 .95394 3
Pinus pinea 11.6000 .88882 3
Picea pungens 10.5000 .95394 3
Toplam 10.7714 .90837 21
Pinus nigra 3.5000 2.12132 2
Cedrus libani 3.6000 .56569 2
Pinus sylvestris 3.5000 .56569 2
Abies nordmanniana 3.0000 .00000 2
Kontrol -
Juglans regia 3.0000 1.41421 2
Pinus pinea 3.7000 .56569 2
Picea pungens 3.6000 1.13137 2
Toplam 3.4143 .86634 14
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Tablo 4.5, ¢ikti degiskenlerinin ortalama derece degerlerini gostermektedir (Pinus

nigra, Cedrus libani, Pinus sylvestris, Abies nordmanniana, Juglans regia, Pinus

pinea ve Picea pungens) . Kruskal-Wallis (H) testi kullanilarak yapilan istatistiklere

gore fidanlar fungus tipinden O6nemli Ol¢iide etkilenmistir. Homojen alt kiimeleri

gostermek icin her bir ¢ikis degiskeni icin ayr1 ayr1 gergeklestirilmistir. Homojen

Altkiimeleri tanimlamak icin Kademeli Indirgeme y&ntemi ile ¢oklu karsilastirmalar

kullanilmistir. Ayni alt kiimenin iiyeleri homojendir ve istatistiksel olarak farkli

degildir.

Tablo 4.5. Kurskal Wallis (H) Testi Ortalama Derece Tablosu

Fidan tiirii Fungus N Ortalama derece
Fusarium oxysporium 3 9.67
Clindrocarpon destructans 3 12.33
Pinus nigra Fusarium solapi_ 3 6.67
Fusarium moniliforme 3 5.33
Kontrol 2 1.50
Toplam 14
Fusarium oxysporium 3 10.50
Clindrocarpon destructans 3 12.33
Cedrus libani Fusar!um solapi_ 3 6.17
Fusarium moniliforme 3 5.00
Kontrol 2 1.50
Toplam 14
Fusarium oxysporium 3 9.00
Clindrocarpon destructans 3 13.00
Pinus sylvestris Fusarium solar_wi_ 3 6.67
Fusarium moniliforme 3 5.33
Kontrol 2 1.50
Toplam 14
Fusarium oxysporium 3 10.00
Clindrocarpondestructans 3 12.33
Abies nordmanniana Fusarium SOIani. 3 6.17
Fusarium moniliforme 3 5.50
Kontrol 2 1.50
Toplam 14
Fusarium oxysporium 3 8.00
Clindrocarpon destructans 3 12.33
Juglans regia Fusarium solapi_ 3 6.67
Fusarium moniliforme 3 7.00
Kontrol 2 1.50
Toplam 14
Fusarium oxysporium 3 9.33
Clindrocarpon destructans 3 12.67
Pinus pinea Fusarium solapi_ 3 4.67
Fusarium moniliforme 3 7.33
Kontrol 2 1.50
Toplam 14
Fusarium oxysporium 3 9.83
Clindrocarpon destructans 3 11.83
Picea pungens Fusarium solapi_ 3 7.17
Fusarium moniliforme 3 5.17
Kontrol 2 1.50
14

Toplam
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Kruskal Wallis testi (H) kullanilarak yapilan test istatistikleri fidanlar, funguslardan
onemli Olglide etkilendiginden, homojen alt gruplart gostermek icin her bir ¢ikis
degiskeni i¢in ayr1 ayr1 analizler yapilmistir. Homojen Alt Kiimeleri belirlemek i¢in
Kademeli Indirgeme Yontemi ile ¢oklu karsilastirmalar kullanilmistir. Aymi alt

kiimenin iiyeleri homojendir ve istatistiksel olarak farkli degildir (Tablo 4.6-4.10).

Tablo 4.6’ya gore Pinus nigra fidanlarindaki lezyon boylarinda Clindrocarpon
destructans’in kontrol grubuna gére anlamli bir fark bulunmaktadir. Ancak Fusarium
oxysporium, Fusarium solani ve Fusarium moniliforme’ye gére anlamli bir farklilik

bulunmamaktadir.

Tablo 4.6. Pinus nigra’ ya gore homojen alt kiimeler

) ) Alt Kiimeler
Pinus nigra’ ya gére Homojen Alt Kiimeler 1 5
Kontrol 1.500
Fusarium moniliforme 5333 | 5.333
Pinus nigra* Fusarium solani 6.667 | 6.667
Fusarium oxysporium 9.667 | 9.667
Clindrocarpon destructans 12.333
Test Istatistigi 6.379 | 6.795
Onemlilik (2-y&nlii test) .095 .079
Diizeltilmis 6nemlilik (2-yonlii test) .095 .079

Homojen altkiimeler asimptotik 6nemlere dayanmaktadir. Anlamlilik seviyesi .05.

*Her bir hiicre, Pinus nigra 6rnek ortalamasini gosterir.

Tablo 4.7°ya gore Cedrus libani fidanlarindaki lezyon boylarinda Clindrocarpon
destructans’in kontrol grubuna ve Fusarium moniliforme’ye gére anlamli bir farki
bulunmaktadir. Ancak Fusarium oxysporium ve Fusarium solani’ye gore anlamli bir

farklilik bulunmamaktadir.
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Tablo 4.7. Cedrus libani’ye gore homojen alt kiimeler

Cedrus libani’ye gore Homojen Alt Kiimeler 1 Alt Kzumeler 3
Kontrol 1.500
F. moniliforme 5.000 5.000
Cedrus libani* F. solani 6.167 6.167 6.167
F. oxysporium 10.500 10.500
Clindrocarpon destructans 12.333
Test Istatistigi 4.250 5.132 5.535
Onemlilik (2-yonlii test) 119 077 .063
Diizeltilmis 6nemlilik (2-yonlii test) 191 125 102
Homojen altkiimeler asimptotik 6nemlere dayanmaktadir. Anlamlilik seviyesi .05.
*Her bir hiicre, Cedrus libani 6rnek ortalamasini gosterir.

Tablo 4.8’ye gore Pinus sylvestris fidanlarindaki lezyon boylarinda Clindrocarpon

destructans’in kontrol grubuna ve Fusarium moniliforme’dekine gore anlamli bir

fark bulunmaktadir. Ancak Fusarium oxysporium ve Fusarium solani’ye gore

anlamli bir farklilik bulunmamaktadir.

Tablo 4.8. Pinus sylvestris’e gore homojen alt kiimeler

i Alt Kiimeler
Pinus sylvestris’e gore Homojen Alt Kiimeler 1 >
Kontrol 1.500
F. moniliforme 5.333
Pinus sylvestris* F. solani 6.667 6.667
F. oxysporium 9.000 9.000
Clindrocarpon destructans 13.000
Test Istatistigi 6.379 5.956
Onemlilik (2-y&nlii test) .095 .051
Diizeltilmis 6nemlilik (2-yonlii test) .095 .083

Homojen altkiimeler asimptotik 6nemlere dayanmaktadir. Anlamlilik seviyesi

.05.

*Her bir hiicre, Pinus sylvestris drnek ortalamasini gosterir.

Tablo 4.9 incelendiginde

Abies nordmanniana fidanlarinda

Clindrocarpon

destructans en uzun ortalama lezyon boyuna sahiptir. Clindrocarpon destructans

yapmis oldugu lezyon boyunun Kkontrol grubundakine gore anlamli bir fark

bulunmaktadir. Ancak Fusarium oxysporium, Fusarium solani ve Fusarium

moniliforme’ye gore anlamli bir farklilik bulunmamaktadir.
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Tablo 4.9. Abies nordmanniana‘ya gére homojen alt kiimeler

. . . . . Alt Kiimeler
Abies nordmanniana 'ya gére Homojen Alt Kiimeler 1 >
Kontrol 1.500
F. moniliforme 5.500 | 5.500
Abies nordmanniana* F. solani 6.167 6.167
F. oxysporium 10.000 10.000
Clindrocarpon destructans 12.333
Test Istatistigi 6.850 7.320
Onemlilik (2-y&nlii test) 077 .062
Diizeltilmis 6nemlilik (2-yonlii test) 077 .062
Homojen altkiimeler asimptotik 6nemlere dayanmaktadir. Anlamlilik seviyesi .05.
*Her bir hiicre, Abies nordmanniana 6rnek ortalamasini gosterir.

Tablo 4.10” a bakildiginda Pinus pinea fidanlarinda en uzun ortalama lezyon boyuna

Clindrocarpon  destructans’in ~ sebep oldugu goriilmiistir.  Clindrocarpon

destructans’in yapmis oldugu lezyon boyunun kontrol grubundakine ve Fusarium

solani’dekine gore anlamli bir farki bulunmaktadir. Ancak Fusarium oxysporium, ve

Fusarium moniliforme’ye gore anlamli bir farklilik bulunmamaktadir.

Tablo 4.10. Pinus pinea’ya gore homojen alt kiimeler

. Alt Kiimeler
Pinus pinea’ya gore Homojen Alt Kiimeler 1 >
Kontrol 1.500
F. solani 4.667
Pinus pinea* F. moniliforme 7.333 7.333
F. oxysporium 9.333 9.333
Clindrocarpon destructans 12.667
Test Istatistigi 7.306 4,782
Onemlilik (2-yonlii test) .063 .092
Diizeltilmis 6nemlilik (2-yonlii test) .063 .148

Homojen altkiimeler asimptotik énemlere dayanmaktadir. Anlamlilik seviyesi .05.

*Her bir hiicre, Pinus pinea 6rnek ortalamasini gosterir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismanin yapilmasinin nedeni daha oOnce de yorede bulunan orman
fidanliklarinda hastalik yapan patojenlerin belirlenmesi konusunda az sayida da olsa
calisma bulunmasma ragmen tespit edilen funguslarin patojenisite testlerinin

yapilmamis olmasidir.

Bu calisma, Kastamonu bolgesinde bulunan ve Golkdy, Daday ve Taskoprii orman
fidanliklarinda goriilen funguslarin tespit edilerek bunlarin patojenisitelerini

belirlemek amaci ile gerceklestirilmistir.

Yapilan c¢aligma ile fidanliklardan toplanan simptomatik fidanlardan elde edilen
fungal izolatlarin morfolojik ve molekiiler teshisleri yapilmistir. Daha sonra elde
edilen izolatlarin patojenliklerinin  belirlenmesi i¢in  patojenisite  testleri

gerceklestirilmistir.

Calisma sonucunda s6z konusu ii¢ orman fidanliginda Fusarium oxysporum; Pinus
nigra, Pinus sylvestris ve Pinus pinea fidanlarindan, F. solani; Pinus nigra, Picea
pungens ve Abies nordmanniana fidanlarindan, F. moniliforme; Abies nordmanniana
ve Juglans regia fidanlarindan, Clindrocarpon destructans; Abies nordmanniana
fidanlarindan, Aspergillus niger; Cedrus libani fidanlarindan ve Clonostachys rosea
ise Pinus sylvestris fidanlarindan izole edilmistir. Bunlardan Aspergillus niger ve

Clonostachys rosea disindakiler parazit patojenlerdir.

Bu c¢alismada, Daday fidanliginda Abies nordmanniana fidanlarinda C.
destructans’in varligi ilk defa tespit edilmistir. Bu fungusun oOzellikle Abies
nordmanniana fidanlarinin gévdelerinde daha fazla izole edildigi tespit edilmistir.
Ayrica bu fidanlikta F. moniliforme’nin de varlig1 tespit edilmistir. C. destructans ile
ilgili literatirde daha once Kastamonu yoresinde bu fungusun bulunduguna dair
herhangi bir ¢aligmaya rastlanamamistir. Akilli ve dig. (2010) Devrek-Gokgebey ve
Zonguldak-Alapli’da kayin fidanlarinda Clindrocarpon sp. tespit ettiklerini
bildirmektedirler. Yapilan bu tez calismasinda ise bu fungusun varhigi Abies

nordmanniana fidanlan tizerinde yogun olarak goriiliirken Cedrus libani'de daha az
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miktarda bulunmustur. Ayni zamanda bu fungusun varligi Juglans regia'da da tespit
edilmistir. Bu fungus, tehlikeli funguslardan biri olarak kabul edilir, ayrica orman
fidanliklarinda daha once yapilan ¢alismalarda C. destructans, C. liriodendri ve C.
pauciseptatum dahil olmak {izere bu tiir funguslarin varligi belirtilmis, s6z konusu

funguslar fidanliklardan izole edilmis ve tanimlanmistir (Unestam ve dig., 1989).

Cylindrocarpon destructans’in orman agaci fidanlarinda kok ciiriikliigline neden
oldugu ve onemli kayiplara yol a¢tig1 konusunda diinyada ve tilkemizde Belisario ve
dig. (1997), Lilja ve dig. (1997, 2007a, b), Brayford ve dig. (2004), Jung ve dig.
(2005), Orlikowski ve dig. (2006), Jung ve dig. (2007; 2009), Akilli ve dig. (2010),
Crosby ve dig. (2010), Kurt (2011) Khorasani (2013) ve Weiland ve dig. (2013)
tarafindan yapilan cesitli calismalar bulunmaktadir. Bu arastirmalardan &zellikle
Khorasani (2013) tarafindan yapilan ¢alisma sonucunda orman agaglari fidanlari
tizerinde tanimlanmis olan en yaygin ve agresif fungus olarak C. destructans’in tespit

edilmesiyle ilgili elde edilen sonug yapilan bu ¢alisma ile benzer niteliktedir.

Tagkoprii fidanlhiginda ise F. oxysporum ve F. solani'nin birgok fidan ve toprak
orneginde varligi tespit edilmistir. Pinus nigra fidanlarinin gévdeleri ve alinan toprak
orneklerinde F. oxysporum tespit edilmistir. Ayrica, Pinus pinea fidanlarinin
govdeleri ve toprak orneklerinde de goriilmekle beraber daha ziyade Pinus nigra
fidanlarindan izole edilmistir. F. solani ise, Picea pungens fidanlarinin gévdeleri
tizerinde ve ayrica Abies nordmanniana fidanlarinin toprak orneklerinden izole
edilmistir. Sonug¢ olarak, F. oxysporum'un bu fidanlikta en yaygin sekilde bulunan

fungus oldugu belirlenmistir.

Fidanlarda bu enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasinda fungal belirtilere ek olarak, baska
nedenlerin de oldugu anlasilmistir. Bu nedenlere diisiik veya yliksek sicaklik gibi
hava kosullari, 6zellikle polietilen torbalarda yetistirilen fidanlarda oldugu gibi
yiiksek nem, havalandirma imkanlari, fidanlarin yetistirilme teknikleri, fidanlarin
fidanliga dagilimlar, yeterince giines alamama gibi cevresel nedenler de dahildir.
Bagka bolgelerde yapilan ¢alismalarda, Pinus nigra, Cedrus libani, Pinus sylvestris,
Abies nordmanniana, Juglans regia, Pinus pinea ve Picea pungens gibi fidanlarin

enfekte olmalarindan ve bunun da F. solani, F. oxysporum, F. moniliforme,
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Verticillium spp., Phytophtora spp., Pythium spp. ve Cylindrocarpon destructans
gibi patojenik fungus tiirlerinden kaynaklandig belirtilmistir (Akill ve dig. 2010).

Fidanlarin yaygin olarak kullanildigt Avrupa ilkelerinde yapilan diger birgok
calismada (Lilja ve dig.,1997) Pinus sylvestris, Pinus radiata, Castanea sativa, Abies
sp. ve Thuja orientalis fidanlarinda Clindrocarpon destructans, Pythium spp.,
Phytophtora spp. ve Cylindrocladium spp. gibi fungus tiirlerinin kok ciiriikliigiine
neden oldugu belirtilmektedir.

Ayrica bir¢ok aragtirmada bu ¢alismada da tespit olan Cylindrocarpon destructans,
F. moniliforme ve F. oxysporum’un kok c¢iirtikliigiine neden olduklar1 daha once ispat
edilmistir (Sick ve Vanner, 1986; James ve dig.,1988; Jung ve dig., 2005; Orlikowski
ve dig., 2006; Kurt, 2011 ve Yardimci ve dig., 2010).

Fusarium tiirlerinin fidanlar i¢in patolojik sonuglar doguran funguslar oldugu kabul
edilmektedir. Ayrica fidanlarda kok ciiriikliigiine sebep olan en yaygin fungal tiirdiir.
Tiim biliylime evrelerinde fidanlarda Once solgunluga sonra 6liime neden olurlar.
Onceki caligmalar, F. oxysporum’un, 6zellikle agaclarin koklerinde tespit ve izole
edildigini belirtmistir (Graham ve Lindermaan, 1993). James, (1983) de, F.
solani'nin ormanlardaki agaclarin kdklerinden izole edildigini ve tanimlandigini
belirtmistir. Ayrica, F. moniliforme ve F. avenaceum da ormanlardaki agaglarin
koklerinden izole edilmistir (James, 1985). Fusarium tiirleri 6zellikle kuru ve yiiksek
sicakliga maruz kalan fidanliklarda ve ormanlarda konifer fidanlardan ve agaclardan
izole edilmistir. Igne yaprakli agaglar, Fusarium ile enfeksiyona daha duyarlidir
(Landis, 1989).

Calisma sonuglarimiza gore, her {i¢ fidanlikta da Fusarium tiirlerinin ortaya ¢iktig
anlasilmistir; Golkdy ve Taskoprii fidanliklarinin her birinde F. solani'nin ortaya
ciktig1 ve Pinus nigra, Picea pungens ve Abies nordmanniana fidanlari iizerinde
degisik oranlarda enfeksiyona neden oldugu goriilmiistiir. Fungus, aga¢ koklerinden,
govdelerinden ve toprak Orneklerinden izole edilmistir. Tagkoprii fidanliginda F.

oxysporium bulunmustur ve bu fidanliktaki Pinus tiirlerinin yaprak ve toprak
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orneklerinden fungus izole edilmistir. Yapilan patojenisite denemelrinde Pinus nigra,

Pinus sylvestris ve Pinus pinea fidanlarinda enfeksiyona neden oldugu gézlenmistir.

Daday fidanliginda ise F. moniliforme izole edilmis ve tanimlanmistir. Bu fungus
Cedrus libani, Abies nordmanniana ve Juglans regia fidanlarindan izole edilmistir.
Fungus fidanlarin yaprak ve govdelerinde ortaya ¢ikmistir. Orman fidanliklarinin en
patolojik funguslarindan biri olan Clindrocarpon destructans, Daday fidanliginda
ortaya ¢ikmis ve Abies nordmanniana fidanlarinin govdeleri {izerinde hastaliga
neden olmustur. Bu fungus daha 6nce yapilan ¢alismalarda ise fidanlarin koklerinden

izole edilmistir (Sarhan ve dig., 1989; Ocamp ve Juzwik, 1995; El-Settaw, 1999).

Bu galisma sirasinda ayrica Clonostachys rosea adi verilen bagka bir fungus tespit
edilmis ve tanimlanmistir; bu fungus, kok ciirtikliigiine yol acan F. oxysporum, F.
solani, Pythium spp ve Rhizoctonia solani gibi funguslara karsi antifungal olarak
kullanilmaktadir. ~ Clonostachys rosea, bahsedilen patojenik  funguslarin
miselyumunun biiylimesini engellemekte veya yan miselyumun biiyiimesini
azaltmaktadir. Ayrica, bu fungus fidan biiyiime alani etrafinda yetisir, fidanlarin ve
koklerin gelisip biiylimesi ile beraber bu fungus da gelisir ve ¢ogalir; kok
curiikliigiine neden olan funguslarin biliylimesini Onler veya azaltir, bdylece
fidanlarin biiylimesini arttirir. Bu 6zelligi, tiram gibi fungisitlere benzemektedir.
Toprak bu fungus ile enfekte oldugunda, var olan kok ¢iirtikliigliniin siddeti % 65'e
kadar diismektedir. Bu ylizde, tiram fungisitinin kullanimiyla elde edilen aym
diizeydedir. Bu nedenle, bu funguslara kars1 biyolojik olarak direngli olarak kabul

edilir ve mevcut kimyasal Uiriinlere alternatif olusturmaktadir (Allen, 2003).

Buna ek olarak, Aspergillus niger olarak bilinen bir baska fungus elde edilmistir. Bu
fungus, fidanlarda ve bitkilerde toksisiteye neden olan topraktaki agir metal
iyonlarinin uzaklastirilmasinda 6énemli kabul edilir (Kapoora ve dig.,1999). Ayrica,
bu fungus ekonomik olarak dnemlidir ¢iinkii; fermente edici 6zelligi vardir, sitrik
asitin iiretilmesinde kullanilmaktadir, en etkili biyolojik tedavilerden biridir ve su
anda sanayide en iiretken en verimli unsurlardan biri oldugu diistintilmektedir (Scott,
2009). Diger caligmalarda, bu fungusun sitrik ve oksalik asit {iretimindeki

potansiyelinden bahsedilmektedir; besleyici ortamda morfolojik formlari ortaya ¢ikar
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ve bu formlar agir metallerin oksitlenmesidir, fungus bu ¢6ziinmeyen metal
bilesiklerini organik bilesiklere tasir. Bu islemin; toksik metallerin ortadan

kaldirilmasinda kullanilabilecegi belirtilmistir (Sayer ve Gadd, 1997).

Daday fidanligindan izole edilen ve tamimlanmis olan funguslar igin izolasyon
sonuglartyla ilgili kapsamli bir inceleme yapildiginda, Clindrocarpon destructans’in
fidanlar iizerinde daha saldirgan oldugu sonucuna varilmistir. Bu nedenle, lezyon
boyu tiim fidanlarda fazla ¢ikmustir. Ozellikle Pinus pinea fidanlarinda lezyon boyu
(12.93 mm) daha uzundur. Bununla birlikte, diger fidan tiirlerinde hastalik
etmenlerinin daha az lezyon olusturdugu goézlenmistir. En az lezyon boyu Picea
pungens’te (12.23 mm) goriilmiistiir. Funguslar tarafindan fidanlarda olusturulan
enfeksiyon anlaminda, C. destructans’in en saldirgan fungal patojen oldugu
goriilmistiir. Bu fungusa karsi P. pinea fidanlari en hassas olanlardir. Bu fungusun
sebep oldugu enfeksiyonda fidanlar arasinda duyarhilik farki oldugu goriilmiistiir,
ancak bu farklilik miktarini1 tahmin etmek zordur. Sonug olarak bu fungusun sebep
oldugu enfeksiyonda, enfeksiyon miktarindaki farkin ¢ok az olmasina ragmen,
hastaligin konukcgulardaki genetik farkliliklarindan dolayr bir miktar farkliliklar
oldugu diger c¢aligmalarda da gosterilmistir (Jung ve dig.,2005). Buna gore
Cylindrocarpon tiirleri, diger patojenik fungus tiirlerine kiyasla bitki konukgularinda

daha genis bir alana yayilabilen enfeksiyona neden olabilmektedirler.

Bu tez caligmasinda, C. destructans’in biiylimesi ve laboratuvardaki fidanlarda
enfeksiyona yol agmasi, diger funguslarla karsilagtirildiginda daha giiglii ve
agresiftir. Bu sonug, Isparta bolgesinde farkli tiirdeki agaglarin kok bolgesinden
fungusun izole edildigi diger bir ¢alismadan elde edilen bulgularla uyumluluk
gostermektedir. Bu fungus ayni zamanda Tiirkiye'de Akdeniz bodlgesinde ve I¢

Anadolu’da da izole edilmis ve tanimlanmistir (Kurt, 2011).

Fusarium tiirlerinin patojenisite testlerinde, incelenen ti¢ fidanlikta da enfeksiyonun
ortaya ¢iktig1 ve fungusun test edilen tim fidanlar iizerinde enfeksiyon yapabilme
kabiliyeti bulundugu gosterilmistir. Bununla birlikte patojenisite testleri sonucunda
Cylindrocorpon destructans’tan daha az enfeksiyon olusturma yeteneginde oldugu

tespit edilmistir. Patojenisite testi sonucunda Pinus pinea fidanlarmin F. oxysporum
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tarafindan daha fazla etkilendigi, vek biitiin fidanlarda da lezyon olustugu

gozlenmistir.

F. solani igin de, onceki fungusa benzer sekilde lezyon olusturdugu goériilmiistiir.
Bununla birlikte, fidan tiirlerinin fungusa duyarlihi@ farklidir, Picea pungens
fidanlariin F. solani enfeksiyonuna kars1 daha duyarli oldugu gézlenmis, diger fidan

tiirlerinin, F. oxysporum'a gore daha az duyarli oldugu tespit edilmistir.

Fusarium moniliforme, patojenisite testlerinde lezyon olusturmakla beraber, daha
onceki iki fungusa (F. oxysporum ve F. solani) kiyasla daha az patojenik potansiyeli
oldugu ortaya ¢ikmistir. Yapilan patojenisite testi sonuglarina gore bu fungusun en
fazla P. pinea fidanlarinda hastalik olugturma yetenegine sahip oldugu belirlenmistir.
Orlikowski ve Szkuta (2004) gore ise bu fungusun en biiyiik etkisi Cedrus libani

fidanlarinda goriilmiistiir.

Fusarium tiirlerinin diinyada ve iilkemizde yapilan ¢aligmalarda ¢esitli orman agaci
fidanlarinda meydana getirdigi zararlar konusunda Landis (1976), Couteaudier ve
Alabouvette (1981), Bloomberg (1981), James (1983), Graham ve Linderman
(1983), James (1985a), Vural (1989), Sarhan ve dig. (1989), Ocamb ve Juzwik
(1995), El-Settawy (1999), Ozdamar, (1999), James ve Perez (1999), Dick ve Dobbie
(2002), Akilli ve dig. (2010), Crosby ve dig. (2010), Moulin (2010), Aday-Kaya
(2014), Karakaya ve dig. (2015) tarafindan cesitli calismalar yapilmistir. Bu
calismalarda 6zellikle Vural (1989) ve James ve Perez (1999) s6z konusu ¢alismada
elde edilen sonuca benzer olarak en yogun zararn F. oxysporum tarafindan
olusturuldugu belirtilmektedir. El-Settawy (1999) ise Misir’daki orman agaci
fidanlarinda yapmis oldugu c¢alismalar sonucunda F. solani tarafindan fidanlarin

daha ¢ok zarar gordiigiinii bildirmektedir.

Bu calismada, incelenen ii¢ fidanliktaki funguslarin tanimlandig1 ve izole edildigi test
siireglerinde, Clonostachys rosea tanimlanmis, izole edilmistir. izole edilmesi ve
taimlanmasi mimkiin olan bu tip funguslar, Trichoderma gibi biyolojik kontrol
ajanlar1 olarak kabul edilir. Misellerin gelistirilmesi ve mikroskop altinda sporlarin

tanimlanmasi ile bu fungusu tanimlamak miimkiin olmustur. Bu fungus patojenik
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funguslarin gelisimini etkileyerek biiylimesini engelleme yetenegine sahiptir;
dolayisi ile bu tip funguslar kullanilarak kok hastaliklarina neden olan funguslarin

biyolojik kontroliinde etkin bir sekilde kullanilabilmektedir (Green ve dig.,1999).

Fidanliklarda patojenlerin yol actig1 enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasi, ¢ogaltimda
kullanilan tohumlardan veya fidan ¢ogaltiminda kullanilacak bitki pargalarindan ayni
enfeksiyonlarin var olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Bu nedenle, bitki par¢alarinin
veya tohumlarin patojen veya enfeksiyon faktorlerinden arindirilmis olarak segilmesi
gerekir. Sulama amaclh kullanilan sularin patojenler ve diger hastalik etkenleri
acisindan da izlenmesi gereklidir. Bu patojenlerin veya diger hastalik faktorlerinin
varlig1 fark edilirse, sular1 aritmak i¢in kimyasal maddelerin kullanilmas1 gerekebilir.
Ayrica fidanlarin yetistirilmesi polietilen torbalarda yapildiginda, patojen veya
hastalik etkenleri icermeyen, iyi drenaj saglayan uygun bir toprak tipinin se¢ilmesi

onemlidir; kiregli veya tas igeren toprak tiiriinden kaginilmasi gerekir.

Elde edilen sonuglar ve fidan sayilari agisindan bakildiginda, Abies nordmaniana'nin
bu bolgedeki fidanliklarda en ¢ok yetistirilen tiir oldugu goriilebilir. Bu tiiriin
polietilen posetlerde yetistirilmesinin Clindrocarpon destructans ve Fusarium
moniliforme gibi patojenlerden kaynakli enfeksiyonlara neden oldugu goriilmiistiir.
Ayrica, dogrudan toprakta yetistirildiginde Fusarium solani’den kaynaklanan
enfeksiyonlar goriilmiistiir. Kastamonu yoresindeki fidanliklarda biiyiik sayilarda bu
fidanlarin yetistirildigi goz oniiniine alindiginda bu ¢alismadan elde edilen sonuglarin
bu fidanlarin yetistirilmesinde dikkate alinmasi ¢ok Onemli goriinmektedir.
Dolayisiyla patojenlerin neden oldugu hastalik tehlikelerinden korunmak icin pek

¢ok sey g6z oniinde bulundurulmalidir.

Uc orman fidanhiginda yapilan arastirma, Daday fidanliginda modern ve yeni
yontemlerin kullanildigini gostermistir. Fidanliktaki is¢ilerin fidanlarin yetistirilmesi,
¢ogaltilmasi, sulamasi ve enfekte olmus veya kusurlu fidanlardan vazgegilmesi gibi
islerle oldukga ilgili olduklar1 ve siirecleri dikkatle takip ettikleri gbzlenmistir. Buna
ragmen, bu fidanlik patolojik enfeksiyonlardan armmis degildir. Golkdy'deki fidanlik
icin de ayn1 seyler daha az olgiide olmakla beraber sdylenebilir. Drenajin zayif

olmasi1 disinda fidanlarin iyi tiretilmesi ig¢in gerekli olan diger siirecler ilgiyle takip
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edilmektedir. Taskoprii fidanliginda ise geleneksel yontemlerin kullanildigi
goriilmistiir. Pek ¢ok fidan yastiklara dikilmektedir, ancak bu pek c¢ok fungusun
enfeksiyon olusturmasima neden olmaktadir. Fidanligin diger tarafinda ise; fidan
iretimi i¢in modern teknikler kullanilmaktadir. Ayrica, polietilen torbalarda
fidanlarin iiretiminde drenaj acgisindan iyi bir toprak kullanilmis, liretimde kalite
yakalanmis ve fidanlardaki enfeksiyon seviyeleri azalmistir. Bu nedenle fidanliklara
ilginin artirilmasi, fidanlarin iiretiminde modern tekniklerin takip edilmesi ve
kullanilmasi, ve bu fidanliklardaki rehabilitasyon yapan is¢i sayisinin artirilmasi,
fidanlan yetistirmek i¢in uygun toprak tipinin segilmesi, fidanlik bolgesinde hava
kosullarimi1 ve sicakliginin izlenmesi ve fidanlarin ¢ogunlugunun enfeksiyonlarda

korunmasi i¢in gerekli onleyici adimlarin ihmal edilmemesi gerekmektedir.

Ozdamar (1999) tarafindan yapilan ¢alismada, Fusarium spp, Rhizoctonia spp ve
Pythium spp funguslarinin fidanlarin ekim islemlerini gergeklestirmeden Once
topraktan izole edildiginden bahsedilmistir. Bu patojen tiirlerinin, 6zellikle dikim ve
bliylimenin ilk donemlerinde kok ciiriikliigiine ve fidanlarin Gliimiine sebep olan
hastaliklara neden oldugu bilinmektedir. Bu patojenler, fidanlarin gelisiminin her
asamasinda enfeksiyonlara ve hastaliga neden olabilir ve fidanlik iiretimini azaltir

(Wardlaw ve Philips, 1990; Mirabolfathy ve Ershad, 1996; Lija ve dig.,1997).

Bu nedenle, kok ¢iirtikliigii hastaliklarina neden olan patojenlerden fidanlar1 korumak
icin gerekli Onlemlerin alinmasi gereklidir. Burada bazi {ilkelerin mikorizayi
hastaliksiz saglikli fidanlarin dikilmesi ve yetistirilmesinde basarili bir sekilde
kullandiklar1 belirtilmelidir (Trappe, 1977; Dogmus ve Doganoglu, 2003; Whipps,
2004).

Ayrica, bu patojenlerin neden oldugu hastaliklarla miicadelede takip edilen tiim
prosediirler ve metotlar, tohumlarin ¢ogaltilmasindan, gelisip bilylimesine, oradan

ormana bu fidanlarin dikilmesine kadar birbirleriyle uyumlu olmalidir.

Kastamonu yoresindeki iic orman fidanhiginda tarafimizdan yapilan gozlemler
sonucunda, mikoriza funguslarmin fidan yetistirme isleminde kullanilmadig1

goriilmiistiir. Bu teknigin optimum diizeyde kullanimi i¢in daha iyi bir teknoloji ve
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uzun donemli arastirmalarin yapilmast gereklidir. Bu teknigin kullanimindaki
karmasikliga ragmen bu teknikten yararlanarak, ozellikle fidanlarin kokleri ve
fidanlik topraginda var olan mikoriza funguslar1 arasindaki iliskiyi belirlemek
oldukca kolaydir. Genis yaprakli agaglara ait fidanlarin yetistirilmesinde mikoriza
metodu her zaman kullanilmistir. Tohumlar mikorizanin oldugu topraga farkl
metotlarla dikilebilirler, ve bodylece bu fidanlar ormanda toprakta daha iyi
gelisebilirler. Bu metot sayesinde orman topraginda olmasi her zaman muhtemel olan
patojen funguslara karsi fidanlarin korunmasi garanti edilmis olur. Bunun yani sira,
fidan koklerinin etrafinda bulunan mikoriza funguslarinin yardimiyla toprakta
bulunan su ve besinlerin fidanlara iletilmesi de kolaylasmis olur. Sonugta, hem bitki

hem de fungus, aralarindaki simbiyotik iliskiden faydalanmaktadir.

Sonug olarak orman fidanliklarinda hastaliklara neden olan fungal tiirlerinin zararinin
farkindaligina varilmasi ve bunlara karst gerekli Onlemlerin alinmasi, iilkemiz
agaclandirma calismalarinin basarisinin artmasi agisindan 6nemli bir etkiye sahip

olacaktir.
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