T.C.
SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU

TURKIYE'NIN BATISINDA YER ALAN ORMAN FiDANLIKLARINDA
GENIS VE iIGNE YAPRAKLI FIDAN TURLERINDE KOK
CURUKLUGUNE NEDEN OLAN OKARYOT PATOJENLERIN
BELIRLENMESI

Ayse Giilden ADAY KAYA

Danisman
Dog. Dr. H. Tugba DOGMUS-LEHTIJARVI

II. Danisman
Dog. Dr. Asko T. LEHTIJARVI

DOKTORA TEZI
ORMAN MUHENDISLiGi ANABILiM DALI
ISPARTA - 2014



© 2014 [Ayse Giilden ADAY KAYA]



TEZ ONAYI

Ayse Giilden ADAY KAYA tarafindan hazirlanan “Tiirkiye’'nin Batisinda Yer
Alan Orman Fidanliklarinda Genis ve igne Yaprakh Fidan Tiirlerinde Kok
Ciiriikliigiine Neden Olan Okaryot Patojenlerin Belirlenmesi” adh tez
caligmas1 asagidaki jiiri iiyeleri 6niinde Siileyman Demirel Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii Orman Miihendisligi Anabilim Dalrnda DOKTORA TEZI
olarak bagari ile savunulmustur.

Danisman Dog. Dr. H. Tugba DOGMUS LEHTIJARVI ...
Siileyman Demirel Universitesi

IL. Danisman Dog. Dr. Asko T. LEHTiJARVi
Bursa Teknik Universitesi

Jiiri Uyesi Prof. Dr. Giirsel KARACA
Siileyman Demirel Universitesi

Jiiri Uyesi Prof. Dr. Mustafa AVCI
Siileyman Demirel Universitesi

Jiiri Uyesi Dog. Dr. Sabri UNAL
Kastamonu Universitesi

Enstitii Miidiirii  Prof. Dr. Ahmet SAHINER



TAAHHUTNAME

Bu tezin akademik ve etik kurallara uygun olarak yazildigimi ve kullanilan tiim
literatiir bilgilerinin referans gosterilerek tezde yer aldigini beyan ederi

Ayse Giil Y KAYA



ICINDEKILER

Sayfa
ICINDEKILER .....oissseessseesssmssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssanns i
OZET worrreseeeesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssseees iii
N2 FR I 2 O3 PP iv
TESEKKUR .....oouismensessssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssaanns v
SEKILLER DIZIN cootvuuuisssssesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses vi
CIZELGELER DIZINI.oovvotuisseserseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssesssssssses ix
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI....ccssiseerreeeerissssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssens X
1o GIRIS ottt ssssssssssssssssssss s ssssssssssssss s R s 1
2. KAYNAK OZETLERI ....oooisieesreessmssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 3
3. MATERYAL VE YONTEM ccovvvevvevsssmmsmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 18
3.1. Sorveylerin Gergeklestirildigi Orman Fidanliklarinin Tanitimi................... 19
3.1.1. Izmir-Torbali Orman FidanlIZl....reeesssssssessssssssssssesssssssssssssnesees 19
3.1.2. Denizli-Karahasanli Orman Fidanligl ... 19
3.1.3. Mugla-Gokova Orman Fidanligl ... 20
3.1.4. Isparta-Egirdir Orman Fidanligl ... 20
3.1.5. Antalya-Elmali Orman Fidanligl ... 20
3.1.6. Eskisehir Orman FidanliZl......connesessessssssssssssssssessens 20
3.1.7. Adapazari-Hendek Orman Fidanligl ... 20
3.1.8. Bursa Orman FidanliZl......csesssssssssssssssssssssssssssssssens 21
3.2. Arazi CallSMAlarT ... 21
3.2.1. Hastalikli fidan 6rneklerinin alimi......n, 21
3.2.2. Toprak 6rneklerinin alinmasl........uenenenneninssesssssssssssssessens 22
3.3. Laboratuvar CaliSMalar ... sssssssssssssssssssssssssssssssssssses 23
3.3.1. Hastalikli fidanlarin koklerinden fungal etmenlerin izolasyonu....... 25
3.3.2. Hastalikli fidanlarin koklerinden elde edilen fungal etmenlerin
MOTfOlOJIK tANISI...cuiiiiis e 25
3.3.3. Toprak 6rneklerinden Pythiaceous (Phytophthora ve Pythium spp.)
tlrlerinin iZolaSyONU......enr s 26
3.3.4. Toprak orneklerinden elde edilen Pythiaceous (Phytophthora ve
Pythium spp.) tiirlerinin morfolojik tanisi ... 27
3.3.4.1. Pythiaceous izolatlarin gelisim oranlarinin belirlenmesi........... 28
3.3.5. MOleKUIEr TeShiSIr ... ssssssssesaens 29
3.3.5.1. Fungal ve Pythiaceous izolatlarindan DNA ekstraksiyonu......... 29
3.3.5.2. rRNA ITS1-5.8S-ITS2 bolgelerinin amplifikasyonu ........c.ccoceneenee. 30
3.3.5.3. Cox I gen bolgesinin amplifikasyonu......oennnenseneenseniencenens 31
3.3.5.4. 3-Tubulin gen bolgesinin amplifikasyonu........cvnrcencereeneenns 32
3.3.5.5. DNA dizZilemeSi....coovrirrrrinirinirsinssisssssssssssssssssssssssssssssssssens 33
3.4. Fungal ve Pythiaceous Tiirlerine Ait izolatlarla Gergeklestirilen
Patojenisite DENemEleri. ...t sssss s 34
3.4.1. Hastalikli fidanlardan izole edilen fungal tiirlerin patojenisite
AENEMEIETT ..t et 35
3.4.2. Toprak orneklerinden izole edilen Pyhtiaceous tiirlerinin
patojenisite deNemEleri. .. ..o 36
3.4.2.1. Siirgiin ve fidan inokulasyonlart ... 36
4. ARASTIRMA BULGULARI.....ovtirretrereersersersessessessessesssssss s sssssesssssssssssssssssssssssssssss 40
4.1. Fidanlik S6rveyleri ve OrnekIEME. ... vccevvseeesssessssssessssssssssssessssssssssssssenees 40

i



4.2. Fidanliklarda Belirlenen Fungal Etmenler.........oonncnncnesceneseeneees 40
4.3. Toprak orneklerinden elde edilen Pythiaceous (Phytophthora ve Pythium

0 20 0 0 =) o P 51
4.4, Hastalikh Fidanlarin Kéklerinden Izole Edilen Fungal Etmenlerin

Morfolojik ve MoleKUIET TanISI....eneseseeesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 53

4.4.1. Fusarium solani (Mart.) Sacc., (1881) ....ccumrmrmrrenernsenisnessesssssessessesnns 54

4.4.2. Fusarium oxysporum Schlecht. emend. Snyder & Hansen, (1824)...55

4.4.3. Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg, (1976) (Syn: Fusarium
moniliforme)(Teleomorph: Gibberella fujikuroi) ... 57

4.4.4. Cylindrocarpon destructans (Zinssm.) Scholten, (1964) (syn:
Ilyonectria radicicola (Gerlach & L. Nilsson) P. Chaverri & C.

SAIGAA0).. e 58
4.4.5. Pestalotiopsis clavispora (G.F. Atk.) Steyaert, (1949) .....covvvverevverennens 60
4.4.6. Rhizoctonia solani Kihn., (1858) ... 61
4.4.7. Verticillium dahliae Kleb., (1913) ...cccurnrrrrerressesensssesessssessssssesssssnens 63

4.5. Toprak Orneklerinden izole Edilen Pythiaceous Tiirlerinin Morfolojik ve
MOIEKUIET TANIST cuceueueuerreeeeeeeeeseesseseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 64
4.5.1. Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp., (1923) ...ccemrvrneereseeneenens 64
4.5.2. Pythium intermedium de Bary, (1881) ... 65
4.5.3. Pythium irregulare Buisman, (1927) ....mnneeneenemneerenseesessesssssessesseenes 67
4.5.4. Pythium ultimum Trow, (19071) .. rrernssessssessessssesessssessssssssssssnens 69
4.5.5. PRYLOPYERIUM VEXANS coueereererserrreeesirsssssssessssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssnns 70
4.5.6. Phytophthora cactorum (Lebert and Cohn) J. Schrot., (1886)............. 72
4.5.7. Phytophthora citricola Sawada, (1927) ... 74
4.5.8. Phytophthora megasperma Drechsler, (1931) ... 76
4.5.9. Phytophthora syringae (Kleb.) Kleb., (1909).....ccnrenereereercereeneenns 77
4.6. Elde Edilen Izolatlarin PatojeniSiteleri. . ...mmmmmmmmrsessssssessssssssssssssnees 78
4.6.1. Fungal etmenlerin patojeniSiteleri ... eenenererseeseseesesseesesseenes 78
4.6.2. Pythiaceous tiirlerinin patojenisiteleri.......ne 82
4.6.2.1. Stirglinlerdeki patojeniSitileri ... 82
4.6.2.2. Fidanlardaki patojeniSiteleri ....nesnsnessenesessssesssssnenns 87
5. TARTISMA VE SONUC ..oeuirenriererssisssssssessssssessesssessssssssessssssessesssssssssssssssssssssssessssssssssssens 91
KAYNAKLAR .ottt eesesssssss s ss bbb s 105
OZGECMIS ... covevteesreeesessssssssseeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssnessssssssss 118

ii



OZET

Doktora Tezi

TURKIYE'NIN BATISINDA YER ALAN ORMAN FIDANLIKLARINDA GENIS$ VE
IGNE YAPRAKLI FIDAN TURLERINDE KOK CURUKLUGUNE NEDEN OLAN
OKARYOT PATOJENLERIN BELIRLENMESI

Ayse Giilden ADAY KAYA

Siilleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Orman Miihendisligi Anabilim Dal

Danigsman: Dog. Dr. H. Tugba Dogmus-LEHTIJARVI

II. Danmisman: Dog. Dr. Asko T. LEHTIJARVI

Bu calismada, Tirkiye’'nin batisinda yer alan ve agaglandirma g¢alismalar i¢in
onem arz eden orman fidanliklarinda genis ve igne yaprakl fidan tiirlerinde kok
curiikliigiine neden olan 6karyot patojenlerin (fungal ve Pythiaceous) varligi
belirlenmis, teshisleri  klasik ve molekiiler yontemler yardimiyla
gerceklestirilmis, izole edilen tirler elde edildikleri konukcgular iizerinde
hastalik olusturma yetenekleri acgisindan test edilmistir. Bu amagla, sérveyler
[zmir-Torbali, Denizli-Karahasanli, Mugla-Gokova, Isparta-Egirdir, Antalya-
Elmali, Eskisehir, Bursa ve Adapazari-Hendek olmak tizere toplamda 8 orman
fidanhginda gercgeklestirilmistir. Kok ¢tiriikliigiine neden olan fungal etmenler,
hastalik belirtisi gosteren 296 adet fidanin koklerinden alinan dokularin besi
ortamina izolasyonlari ile elde edilirken, Phyticeous tiirler ise 105 adet toprak
orneginden tuzak yontemi ile izole edilmistir. Izolasyonlar sonucunda, 199 adet
fungal, 142 adet Pythiaceous tiire ait izolat elde edilmistir. Elde edilen fungal
izolatlar, morfolojik ve molekiiler teknikler kullanilarak ayrintili bir sekilde
teshis edilmistir. Teshis calismalar1 sonucunda, fungal izolatlar; Fusarium
oxypsorum, Fusarium solani, Fusarium verticillioides, Cylindrocarpon destructans,
Rhizoctonia solani, Verticillium dahliae ve Pestalatiopsis clavispora olarak,
Pyhtiaceous tiirler ise; Pythium aphanidermatum, Pythium intermedium,
Pythium irregulare, Pythium ultimum, Phytophthora cactorum, Phytophthora
citricola, Phytophthora megasperma ve Phytophthora syringae olarak
tanilanmistir. Buna ek olarak, sorveylerin gergeklestirildigi orman
fidanliklarinda igne yaprakli agag¢ tiirlerine ait fidanlarda kok c¢urikligi
hastalig1 belirtileri daha fazla gorilmiistiir. Teshis edilen ve tiim fidanliklarda
yaygin olarak bulunan etmenler izole edildikleri konukc¢u bitkilere tekrar
inokule edilerek patojenisiteleri arastirilmistir. Sonuglar, tiim izolatlarin
patojenik oldugunu ve test edilen konukcu bitkilerde gelistiklerini gostermistir.
Bu ¢alisma, okaryotik ve kok clriikliigiine neden oldugu bilinen fungal ve
Pythiaceous tiirler tizerine yapilan ilk calisma niteligindedir.

Anahtar Kelimeler: fidanlk, kok ciiriikligi, su kifleri, fungus, igne yaprakli, genis
yaprakl tiirler, fidan.

2014, 126 sayfa
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ABSTRACT

PhD Thesis

DETERMINATION OF ROOT ROT CAUSING EUKARYOTE PATHOGENS ON
DECIDUOUS AND CONIFEROUS SEEDLINGS IN FOREST TREE NURSERIES IN
WESTERN TURKEY

Ayse Giilden ADAY KAYA

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Forestry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Tugba DOGMUS-LEHTiJARVi

Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Asko LEHTIJARVi

In this study, occurrence and pathogenicity of root rot causing eukaryote
pathogens (fungal and Pythiaceous) in forest tree nurseries in western Turkey
were investigated. The causal agents were identified using morphological and
molecular techniques. Eukaryote pathogens were tested on the host species
where the causal agents were isolated from for their ability to cause disease.
Survey studies were conducted in eight representative forest tree nurseries in
western Turkey: Izmir-Torbali, Denizli-Karahasanli, Mugla-Gokova, Isparta-
Egirdir, Antalya-Elmali, Eskisehir, Bursa and Adapazari-Hendek. Symptomatic
seedlings (totally 296) and soil samples (totally 105) were transferred to the
laboratory and investigated for the presence of agents causing root rot. Fungal
species were obtained from roots of the symptomatic seedlings by direct
isolations from the roots while Pythiaceous species were obtained from the soil
samples by the aid of baiting methods. Isolations yielded 199 fungal and 142
Pythiaceous isolates, which were identified using classical morphological
methods and molecular techniques, such as sequencing ITS and other gene
regions. The morphological and molecular analyses showed that the fungal
species; Fusarium oxypsorum, Fusarium solani, Fusarium verticillioides,
Cylindrocarpon destructans, Rhizoctonia solani, Verticillium dahliae and
Pestalatiopsis clavispora and the watermolds Pythium aphanidermatum, Pythium
intermedium, Pythium irregulare, Pythium ultimum, Phytophthora cactorum,
Phytophthora citricola, Phytophthora megasperma and Phytophthora syringae
were common in the surveyed nurseries. In addition, coniferous seedlings were
more symptomatic compared to the deciduous ones. Pathogenicity tests were
performed for selected fungal and Pythiaceous isolates on the host species from
where they were isolated. The results showed that all isolates were pathogenic
and had an ability to grow in all tested hosts. To our knowledge these are the
first findings of fungal and Pythiaceous species causing root rot on coniferous
and deciduous forest tree seedlings in western Turkey.

Keywords: nursery, root rot, watermold, fungi, conifer, deciduous, seedling

2014, 126 pages
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1. GIRIS

Ulkemizin ormanlik alani 21.678.134 hektar olup, tilke genel alaninin %27,6’sini
teskil etmektedir. Bu alanin %50,1'i (10.621.221 ha) verimli, geri kalan %49,9’u
ise (10.567.526 ha) diisiikk verimli ve bozuk niteliklidir (Orman ve Su Isleri
Bakanligi, 2013). Bu alanlarin kalite ve kantite yoniinden gelistirilmesi, orman
ekosistemlerinin sagladig1 ¢cok yonlii yararlarin siirekliligini saglama agisindan
son derece Onemlidir. Yapay genclestirme ve agaclandirma ¢alismalari
tlkemizde bu eksikliklerin giderilmesinde yardimci olacaktir (Deligoz, 2007).
Agaclandirma calismalarinin basarisinin ilk sarti, yetisme ortami kosullarina

uygun tiir ve orijinde, saglikl ve kaliteli fidan tiretimidir (Alkan, 2006).

Orman ve Su Isleri Bakanligi, Orman Genel Miidiirliigiine bagl bircok fidanlik bu
amaca hizmet etmektedir. Ulkemizin yedi cografi bolgesine yayilmis olan, 122
adet orman fidanliginda yillik ortalama 498 milyon fidan turetilmektedir. Bu
miktar yilda 300 bin ha agac¢landirma alaninin gereksinimini karsilayacak
durumdadir (Orman Genel Mudurligi, 2013). Yapilan arastirmalar
fidanlhklarda hastalik, zararli ve diger nedenlerden kaynaklanan kuruma ve
olimlerin fidan Uretimini sekteye ugratan 6nemli faktorler arasinda yer aldigini

gostermektedir (Ozdamar, 1999).

Fidanliklar, ¢iplak kokli ya da tiiplii fidan iiretilen, mono kultir agirliklh,
dolayisiyla hastalik ve zararlilar i¢in uygun kosullara sahip 6zel alanlardir.
Fidanlhklardaki c¢evresel kosullar cogunlukla hastaliklarin gelismeleri ve
yayillmalari icin ideal ortamlar yaratir. Ozellikle yiiksek nem, diisiik drenaj, bu
kosullar seven toprak patojenleri icin son derece uygundur (Agrios, 1988; Lilja

vd., 1992).

Hastalik ve zararlilar, orman fidanliklarinda yetistirilen fidanlarin kalite ve
kantitesini distirmekte ve bu fidanlarin araziye aktarilmasi durumunda da
agaclandirma calismalarinin basarisini olumsuz olarak etkilemektedir. Fidanlik
kosullarinda hastalik etmenleri ile bulasik fidanlar, hastaliklarin yeni alanlara

tasinmasina yol agmaktadir.



Orman fidanliklarinda iiretilen igne ve genis yaprakl agac¢ tilirlerinde viriis,
bakteri, nematod, fungus ve su kiiflerinin icinde yer aldig1 50’den fazla hastalik
etmeni bulunmaktadir (Agrios, 1988; Lilja vd., 1992). Bu organizmalar,

Diinya’daki orman fidanliklarinda ciddi problemler olusturmaktadir.

Orman fidanhklarinda yaygin olarak bulunan fungal etmenlerin bir ¢ogunun
agac tirlerine 6zgii oldugu (Anderson vd., 1962; Bloomberg ve Lock, 1972; Von
Broembsen, 1984a,b) ve fidanlarla agaclandirma sahalarina tasinarak,
agaclandirma c¢alismalarinin basarisini olumsuz yonde etkiledigi bilinmektedir

(Peterson ve Smith, 1975).

Fidanlhklardaki hastaliklar, 6zellikle ekonomik getirisi yiliksek, degerli agac
tirlerinde goruldiigiinde, daha dikkat cekici olmaktadir. Abiyotik ve biyotik
kaynakli hastaliklarin belirlenmesine yonelik ¢calismalar, ormancilik sektortiniin
lilke ekonomisine para ile o6lgiilebilen ve tlilke halkina para ile dl¢iilemeyen
katkilar1 goz online alindiginda biiyiik 6nem arz etmektedir. Neden olunan
zarar, O0zellikle ekonomik getirisi yliksek, degerli agac tiirlerinde goriildiigiinde,
daha da dikkat cekici olmaktadir. Ulkemiz orman fidanhklarinda c¢ikis éncesi ve
cikis sonrasi1 ¢okertene neden olan fungal hastalik etmenlerinin belirlendigi
Ozdamar (1999) tarafindan yapilmis Doktora tezinden baska detayh bir
calismaya rastlanmamakla beraber, yapilan bu tez calismasinda Pythiaceous
tlirlerden sadece Pythium tirlerine yer verildigi, Phytophthora tiirlerine iliskin

bir tespitin bulunmadig1 goriilmektedir.

Bu doktora tezi ile ilk kez, Tirkiye’nin batisinda yer alan ve agag¢landirma
calismalar icin 6nem arz eden 8 orman fidanliginda, genis yaprakl ve ibreli
agac fidanlarinda kok curiikliigiine neden olan dkaryot patojenlerin (hem fungal
ve Pythiaceous tirlerinin) varlhigl, hastalikh bitki materyali ve fidanlik toprag:
esas alinarak incelenip, ortaya konulmustur. Bu amagla, hastalikli bitki ve
fidanlik topraklarindan izole edilen oOkaryot (fungal ve Pythiaceous)
patojenlerin teshisi, klasik ve molekiiler yontemler yardimiyla gerceklestirilmis
ve izole edilen tiirler elde edildikleri konukgular iizerinde hastalik olusturma

yetenekleri agisindan test edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Cokerten ve kok cliriikliigiine neden olan funguslar ve diger mikroorganizmalar,
tohumun ¢imlenme asamasinda toprak altinda, ¢imlenmeden sonraki donemde
ise toprak ustiinde fidanlara saldirir ve bunlarin ¢iirime ve 6lmelerine yol
acarlar. Bunlar genellikle bir bitki tiiriine 6zellesmemis, ¢ogunlukla saprofit
veya fakultatif saprofit karakterde toprak kaynakli mikroorganizma grubu
icerisinde yer alir (Selik, 1986). Kok ciirtikligi, ¢okerten hastaligindan farkh
olarak, fidanlarin en hassas dokularini olusturan kilcal kokler tizerinde gortliir.
Etkilenen kokler hastaligin seyrine gore canlilik fonksiyonlarini ya uzun ya da
cok daha kisa bir siire icerisinde kaybederler. Bu durum ¢ogu zaman fidanin

6limii ile sonuglanir (Siimer, 1985; Erwin ve Ribeiro, 1996).

Fidanlar fidanliklarda su veya besin maddesi a¢isindan zengin bir ortamda
yetistirilmelerine ragmen, kok curiikliigiine neden olan hastalik etmenleri
tarafindan enfekte edildiklerinde, belirtiler direkt olarak fidanin tist aksaminda
gorulir. Bu belirtiler cogunlukla, buiytime geriligi ve kloroz belirtisi seklindedir.
Bu fidanlarin kokleri topraktan cikarilip yakindan incelendiginde ise kok
curikliigiine maruz kalan kilcal koklerin olumsuz etkilendigi dikkati
cekmektedir. Koklerin haricinde fidanlarin kok bogazlar1 da hastaliktan
etkilenebilmektedir. K6k bogazinda baslangi¢cta sarimtirak agik kahve renkli,
kesin sinirll olan nekrozlar, zamanla kahverengiye doniliserek kok bogazini
cepecevre sarar. Hastalanan kisimlarda ileri donemlerde mantar dokusu ile
kusatilir ve bu mantar dokusu tizerinde olusan catlaklardan akintilar olusur

(Erwin ve Ribeiro, 1996).

Literatir bilgilerine ve orman fidanliklarinda yapilan c¢alismalarin geneline
bakildiginda, genis yaprakl ve ibreli tirlere ait fidanlarda kok ctrukligiine
neden olan baslica fungal tiirlerin; Botrytis cinerea (De Bary) Whetzel,
Cladosporium  spp.,  Cylindrocarpon  destructans  (Zinssm.) Scholten,
Cylindrocarpon radicicola Wollenw., Cylindrocladium quinqueseptatum Boedijn
& Reitsma, Cylindrocarpon scoparium Wollenw, Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc.,

Fusarium moniliforme ]. Sheld., Fusarium oxysporum Schltdl, Fusarium



semitectum Berk. & Ravenel., Fusarium solani (Mart.) Sacc., Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid., Phyllosticta spp. Rhizoctonia solani ]. G. Kiihn.,,
Sclerotium rolfsii Sacc. ve Pythiaceous tiirlerinin ise, Pythium aphanidermatum
(Edson) Fitzp., Pythium splendens Hans Braun., Pythium spp., Phytophthora
cinnamomi Rands., Phytophthora citrophthora (RE. Sm. & E.H. Sm.) Leonian,
Phytophthora cryptogea Pethybr. & Laff, Phytophthora drechsleri (Tucker)
Sarej., Phytophthora nicotianea Breda de Haan, Phytophthora ramorum Werres,
Phytophthora syringae Kleb., Phytophthora quercina T. Jung ve T.I. Burgess,
oldugu tespit edilmistir (Hodges, 1962; Hansen vd., 1979; Augspurger, 1990;
Mehrotra, 1990; Wardlaw ve Philips, 1990; Soni vd., 1992; Viljoen vd., 1992;
Weste, 1992; Sandlin ve Ferin, 1993; Viljoen vd., 1994; Chin, 1995; James vd.,
1995; Khan vd., 1995; Shukla, 1995; Barbey, 1996; Cellerino, 1996; Freire, 1996;
Mirabolfathy ve Ershad, 1996; Motta vd., 1996; Belisario vd., 1997; Lilja vd.,
1997, 2007a,b; Jung vd., 2005; 2007; 2009; Akilli vd., 2010; Weiland vd., 2013).

Kok curikligi etmenlerine, hem ibreli hem de genis yaprakl bircok tiirtin
konukguluk ettigi arastirmalarla kanitlanmistir. Buna gore, Pinus sylvestris L.,
Pinus nigra Arn., Pinus radiata D. Don, Pinus taeda L., Pseudotsuga menziesii
(Mirb.) Franco, Abies sp., Castanea sativa Mill., Thuja orientalis L. fidanlarinda
kok ciirtikliigiine neden olan belli bashi etmenler, Cylindrocarpon destructans,
Cylindrocladium sp., F. moniliforme, F. oxysporum, Fusarium spp. Macrophomina
phaseolina, Pythium ultimum, Phytophthora spp. olarak bildirilmistir
(Bloomberg, 1971; 1979; 1985; Dick ve Vanner, 1986; James vd., 1988; Barnard,
1994; Jung vd., 2005; Orlikowski vd., 2006; Jung vd., 2007;2009; Akill vd., 2010;
Kurt, 2011).

Okaryotlar, taksonomide hiicrelerinin yapisindan dolay: grupland

rilmis bir iist alem olarak bilinir. Okaryotlarin tamimlayia 6zelligi, genetik
malzemelerinin zarla gevrili bir veya birka¢ cekirdek icinde yer almasidir.
Funguslar ve su kiifleri (Pythiaceous) o6karyotik canhlar grubunda yer
almaktadir. Pythiaceous tiirler, yani su kiifleri, Pythiaceae ad1 verilen ve icinde

su kiiflerini barindiran familyada yer alan organizmalar1 kapsamaktadir.



Pythiaceae familyasi ilk kez, Alman mikolog Josep Schroter tarafindan 1893
yilinda adlandirilmistir. Bu familyada, Phytophthora spp. ve Pythium spp. gibi

onemli bitki patojenleri yer alir (Alexopolous vd., 2004).

Yukaridaki s6z edilen Pythiaceous tiirler icerisinde Phytophthora spp.’nin son
yillarda gerek orman fidanliklarinda gerekse dogal orman ekosisteminde neden
olduklar1 zararlardan otiirii birgok arastirmaya konu oldugu gorulmektedir

(Orlikowski vd., 1995; Jung vd., 2007).

Phytophthora tiirleri, tarim alanlarinda birgok tiriiniin iiretimini sinirlamaktadir
(Erwin ve Ribeiro, 1996). Ozellikle, fidanhklarda ¢ékerten ve kok ciiriikliigiine
neden olarak 6neli miktarda fidan kayiplarina yol agarlar. Bugiine kadar bilinen
cogu patojenik karakterde 100’e yakin Phytophthora tiirii bulunmaktadir.
Onceleri funguslar aleminde yer alan Phytophthora ve diger Oomiset grubu
mikroorganizmalar, giiniimiiz taksonomik siniflandirmasinda Stramenopila
alemi icinde anilmaktadirlar (Erwin ve Ribeiro, 1996; Baldauff vd. 2000).
Phytophthora tirleri, sporangium ve antheridium yapilarn ile {reme
davranislarina gore alti morfolojik gruba ayrilirlar (Waterhause, 1963;
Newhook vd., 1978; Stamps vd. 1990). Bu tiirlerin morfolojik teshisleri,
birbirine benzerlik gostermelerinden dolay1 zor olmaktadir (Waterhouse vd.,,
1983). Bu nedenle, son yillarda klasik teghislerin yaninda modern molekiiler
teknikler tiirlerin teshisinde basari ile kullanilmaktadir (Henson ve French,

1993; Miller, 1996; Edel, 1998; Nechwatal vd., 2001).

Nemli ortamlar1 seven Phytophthora tiirleri, tarim ve orman alanlarinda, otsu
bitkilerden odunsu bitkilere, fidanliktan arazi kosullarina bir¢ok konukguda
ciddi kayiplara yol agmaktadir (Erwin ve Riberio, 1996; Orlikowski ve Szkuta,
2003; Balc1 ve Halmschlager, 2003; Lilja vd., 2006). Enfekteli fidanlar, fidanlik
ortamlarinda hayatlarina devam edebilmekte, ancak ormanlik alanlara
dikildiklerinde canhliklarini muhafaza edememektedirler (Roth ve Kuhlman,

1966; Hansen vd., 1980).



Phytophthora cinsinin ismi ilk olarak, 19 yy.da irlanda’da patates mildiydsiine
sebep olan Phytophthora infestans (De Barry, 1876) ile duyulmustur. Bu
hastaligin neden oldugu kayiplar ytiziinden, Avrupa’nin bir¢ok tilkesinde gogler
gerceklesmistir. Acliktan muzdarip olan Irlandalilarin, Amerika’daki kollar1 bu
go¢ donemine aittir. Bunu takip eden yiizyilda bu cinse ait yaklasik 40 farkh tiir
rapor edilmis ve bu say1 1996’dan sonra 59’ a yiikselmistir (Erwin ve Ribeiro,
1996).

Erwin ve Ribeiro’ nun kitabinin basimindan sonra, diinyanin farkli yerlerinde 39
yeni Phytophthora tirii arastirmacilar tarafindan diinya literatiiriine
kazandirilmistir. Bu tiirlerden orman agacglarinda varligi tespit edilenler
sirasiyla; P. quercina (Quercus spp.) (Jung vd., 1999; Schwingle ve Juzwik, 2007),
P. ramorum (Quercus sp.) (Brasier, 2003; Lilja vd., 2006), P. alni Brasier &
S.AKirk (Alnus spp.) (Brasier vd., 1999; 2004; Ersek ve Nagy, 2008, Adams vd.,
2008), Phytophthora kernoviae Brasier, (Fagus sylvatica, Quercus robur, Q. ilex)
(Brasier vd., 2005), Phytophthora captiosa M.A. Dick & K. Dobbie, Phytophthora
fallax K. Dobbie & M.A. Dick, Phytophthora alticola Maseko, Cout. & M.]. Wingf,
Phytophthora multivora P.M. Scott et T. Jung (Eucalyptus spp.) (Dick vd., 2006;
Maseko vd., 2007; Scott vd., 2009), Phytophthora polonica Belbahri, E. Moralejo,
Calmin & Oszako (Alnus glutinosa) (Belbahri vd., 2006)’d1r.

Phytophthora tirlerinin bir kismi, orman alanlarinda, fidanliklarda, park ve
bahcelerde ciddi zararlara neden olan yabanci istilaci bitki patojenleri arasinda
anilmaktadir. Bunlardan en o6nemlileri, Kuzey Amerika’'nin batisinda yetisen
Lawson yalanc servilerinde kok hastaligina neden olan Phytophthora lateralis
Tucker & Milbrath, (1942), Kalifornia mese ormanlarinda ani mese 6liimlerine
sebep olan P. ramorum ve bir¢ok genis yaprakli tiirtin 6liimiine yol acan P.
cinnamomi’dir. Son yillarda, ¢ok sayida Phytophthora tiri tanimlanmistir,
bunlarin ¢ogu arastirmalar ve sorveyler sonucunda ormanlarda, yar1 dogal
ekosistemlerde (P. alni ve P. polonica) (Brasier vd., 2004; Belbahri vd., 2006) ya
da fidanliklarda tespit edilmistir.



Phytophthora tiirlerinin olusturdugu hastalik belirtileri, genellikle nemli,
sicakligin 20°C’ nin tizerinde oldugu kosullarda kendini gostermektedir (Tsao,
1990; Orlikowski ve Szkuta, 2002a,b,c, 2003, 2004, Cech, 2004; Orlikowski ve
Szkuta, 2005). Phytophthora tiirlerinin yasam dongiistinde suyun varlig biiytik
onem tasidigindan, orman fidanlklari, hastalik etmeninin igne ve genis yaprakl
agag tirlerdeki varliginin ve zararinin belirlenmesi i¢in en uygun alanlardir. Bu
fidanlhklarda tretilerek, agac¢landirma sahalarina tasinan fidanlar, hastalik
etmenlerini de beraberlerinde tasiyacaklarindan, 6nlemlerin erken evrede
alinmasi1 agag¢landirma c¢alismalarinin  basaris1 icin  mutlak  gerekli

goriilmektedir.

Fidanlikta yetisen bitki ve fidanlar, hem tarim alanlarina hem de orman
alanlarina zarar veren Phytophthora ve benzeri patojenlere karsi oldukga
hassastirlar. Tim diinya genelinde genis bir konukcu dizisine sahip olan bu
patojenlerin, o©zellikle orman agaclarindaki zararinin, patojenin tir
cesitliligindeki artisina paralel olarak giinden giine daha dikkat gekici oldugu
gorilmektedir (MacDonald vd., 1994; Themann vd., 2002; Jung ve Blaschke,
2004; Schwingle vd., 2007; Hong vd., 2008a,b; Jung, 2009; Moralejo vd., 2009;
Yakabe vd., 2009; Hulvey vd., 2010; Goss vd., 2011). Bunun en 6nemli nedenleri
arasinda Phytophthora turleri ile bulasik fidanlarin ulusal ve uluslararasi

yollarla tasinmasinin énemli bir yeri oldugu bilinmektedir.

Phytophthora tiirlerinin Kuzey Pasifik’'de orman fidanliklarinda olusturdugu
zarara yonelik ilk rapor, Hamm ve Hansen (1986) tarafindan yayinlanmistir.
Arastirmada, Kuzeybati Pasifik'de, ¢iplak koklii Duglas goknari fidanlarindan
Phytophthora pseudotsugae Hamm & E.M. Hansen, P. cinnamomi, Phytophthora
cactorum (Lebert & Cohn) |. Schrot., P. cryptogea, P. drechsleri ve Phytophthora
megasperma Drechsler ilk kez izole edilmistir. Avustralya’nin batisinda yer alan
14 fidanhkta yapilan bir baska calismada, 65 bitki taksonuna ait tiipli
fidanlarda farkli Phytophthora spp.’nin varlig1 ortaya konmus ve P. drechsleri’nin
izole edilen en yaygin tir oldugu belirtilmistir (Hardy ve Sivasithamparan,
1988). Finlandiya’da bulunan bazi orman fidanliklarinda yapilan arastirmalarda

hus, sarigam ve ladin fidanlarinda kok ¢lrikligii belirtileri gosteren



orneklerden P. cactorum izole edilmis ve bu tirin inokulasyon denemelerinde
konukgu bitki tizerinde hastalik olusturdugu tespit edilmistir (Hantula vd.,1997;
2000).

Schwingle ve ark. (2007), Birlesik Devletleri’'nin Minnesota Eyaletinde bulunan
orman fidanlhklarinda 16 odunsu bitki taksonlarinda kok ciirtikliigline neden
olan etmenleri belirlemek amaci ile ytrtttiikleri ¢calismalarinda, bir¢ok konuk¢u
tiir icin ilk rapor olan 8 farkli Phytophthora tiirii elde etmislerdir. Calismada,
izolatlarin, ITS bolgesi, B-tubuln ve mitochondrial coxI gen bolgeleri dizilenmis
ve izolatlar Phytophthora cambivora (Petri) Buisman, Phytophthora citricola
Sawadave, Phytophthora hedraiandra De Cock & Man in't Veld, P. cactorum, P.
citrophthora, P. megasperma, P. nicotianae ve Phytophthora pgchlamydo olarak
teshis edilmistir. Elde edilen Phytophthora tiirleri arasinda, P. cactorum, P.
citricola ve P. citrophthora’nin diger tiirlere kiyasla daha yaygin tirler oldugu

bildirilmistir.

ABD’nin Tennessee eyaletinde, 2004 ve 2005 yillarinda meselerde ani 6liimler
gorilmiis ve buna neden olan etmenin P. ramorum oldugu bildirilmistir. Bunun
lzerine so6z konusu olan mese Oliimlerinin gorildigi alanlara yakin
fidanliklarda Phytophthora tiirlerinin var olabilecegi hipotezinden yola ¢ikarak
baz1 arastirmalar gergeklestirilmistir. Donahoo ve Lamour, (2008) ilgili
fidanliklarda yaptiklari ¢alismalarinda, odunsu bitkilere ait fidanlarda ve siis
bitkilerinde kok ciiriikliigiine neden olan Phytophthora tiirlerinin teghislerini,
molekiiler ve klasik yontemlerle gerceklestirmislerdir. Sonug¢ olarak, énemli
Phytophthora tirlerinden; Phytophthora palmivora Butler.,, Phytophthora
tropicalis Aragaki & ].Y. Uchida, P. cactorum, P. citricola, P. citrophthora, P.
nicotianae odunsu bitkilerden, bu ¢alismada ilk kez tanimlanan Phytophthora

foliorum Donahoo & Lamour ise, tek yillik olan siis bitkilerinden izole edilmistir.

Polonya’da bir grup arastirmaci, 17 fidanlkta geriye dogru 6liimlere neden olan
etmenler lizerine sorveyler ve incelemeler yapmigslardir. Sérveylerde, Abies sp.,
Chamaecyparis lawsoniana, Calluna sp., Pinus sp. ve Rhododendron sp.'unda
icinde bulundugu 194 hastalikli fidan 6rneginden, P. cinnamomi, P. citricola P.

cryptogea tirleri izole edilirken, P. cinnamomi’'nin en sik rastlanan tir oldugu



tespit edilmistir (Orlikowski vd., 1995). Yine aymi arastirmaci grubu, sekiz
orman fidanlhiginda yaptiklari sérveylerde, Abies alba Mill,, Fagus sylvatica L.,
Picea abies (L.) H.Karst. ve Sorbus aucuaria L. fidanlarinin yesil aksaminda renk
degisimleri, kok ve kok bogazindaki ciirtkligi tespit etmisler ve yaptiklar
laboratuvar ¢alismalar1 sonunda bu fidanlardan Phytophthora plurivora (T. Jung
and T.I. Burgess) ve P. cactorum elde etmislerdir (Orlikowski ve Ptaszek,

2010a,b).

Irmaklar ve kanallar, hem Phytophthora tiirleri i¢in iyi birer yasam alani hem de
bu tiirlerin yayilisinda énemli rolii olan sucul alanlardir. Amerika ve Avrupa’ da,
bazi su kaynaklarinin incelenmesi sonucunda; P. cactorum, P. cambivora, P.
capsici, P. cinnamomi, P. citricola, P. citrophthora, P. cryptogea, P. drechsleri, P.
lateralis, P. megasperma, P. nicotianae var. nicotianae, P. ramorum ve P. syringae’
nin de icinde bulundugu 20 Phytophthora turinin varligl bildirilmistir
(Fergusson ve Jeffers, 1999; Themann vd., 2002; Orlikowski, 2006).

Hong ve Moorman (2005), Phytophthora tirlerinin o6zellikle tarimda irtin
verimi lizerinde neden oldugu etkiye dikkat ¢ekerek, bu tiirler ile bulasik tarim
alanlarina gelen su kaynaklarinin etmenin yayilmasinda énemli rol oynadigini
belirtmislerdir. Orlikowski ve Ptaszck (2008), Polonya’ da orman gili
yapraklari kullanarak, farkli donemlerde 4 irmak, 3 su deposu ve 3 su kanalinda
Phytophthora tiirlerinin  varhigini  belirlemeye ¢alismiglardir. Bu su
kaynaklarindan P. cactorum, P. cambivora ve P. cinnamomi izole edilmis ve bu
tlirlerin 6zellikle su kaynaklarinin yakininda bulunan fidanliklarda bulunan agag
tirlerinde hastalik olusturdugu belirlenmistir. Ayrica hastalik i¢in uygun cevre
kosullarinda Phytophthora tirlerinin su araciligiyla enfeksiyon olusturmasinin
mumkiin olacagl kanisina varimistir. Rytkonen ve arkadaslar1 (2008)
Finlandiya’ da Betula pendula Roth. fidanlarinda, Phytophthora tirlerinin neden
oldugu hastalik belirtileri lizerine, sulama suyunun enfeksiyon kaynagi olabilme
olasiligini arastirmiglar ve sulama suyundan P. cactorum’ u izole etmislerdir.
Yapilan molekiiler analizler, sulama suyunun patojenin fidanlara hastalik

tasimasinda 6nemli bir enfeksiyon kaynagi oldugunu ortaya koymuslardir.



Modern tanilama metotlarinin gelismesiyle Phytophthora cinsinin taksonomik
cesitliligi de artis gostermistir. Phytophthora tirleri arasinda morfolojik
karakterleri yoniinden birbirine ¢ok benzeyenler bulunmaktadir. Dolayisiyla,
molekiiler yontemler teshisi zor olan tiirlerin tanilanmasini miimkiin kilmistir.
Rastgele genomik fragmanlarin, mitokondrial DNA ve ribosomal DNA’nin
cogaltilmasi vb. yontem ve analizler Phytophthora tiirlerinin tanisinda basaril

bir sekilde kullanilmaktadir (Brasier vd., 1999).

Cesitli gen bolgelerinin ¢ogaltilmas1 ile elde edilen DNA dizi bilgilerinin
GenBank’ta yer alan diger fungal ya da Pythiaceous funguslara ait DNA dizileri
ile karsilastirmak miimkiindiir. DNA’da yer alan spesifik bolgelerin dizin
analizinin yapilmasi ile pek c¢ok organizma icin filogenetik calismalarda

kullanilmaktadir (Cooke vd., 2005; Belbahri vd., 2006).

Fungal ve Pythiaceous etmenler icin ITS (Internal Transcribed Spacers
=Transkripsiyonu Yapilmayan Bolgeler) bdlgelerinin amplifike edilmesi ile
Phytophthora, Pythium, Perenosclerospora, bazi mikorizal ve pas funguslarn gibi
degisik fungus ve Oomiset gruplarinda genetik varyasyonu ortaya koymak
amaciyla kullanilan teknikler arasinda yer almaktadir (White vd., 1990; Jung vd.,
2003). PCR esasli metotlar, cogunlukla tekrarli fragmanlarin, 6zellikle kiigtik alt
birim olan ribosomal genlerin tekrarl analizlerine dayanmaktadir. Ayni sekilde
EF1-a ve 18S gen boélgeleri de tiir i¢ci korunmus olmalarindan ve tiirler arasinda
yliksek oranda cesitlilik saglamalarindan o6tiirii 6zellikle Pythiaceous tiirlerin
siniflandirilmalarinda ve tiir tayinlerinde kullanilmaktadir (Brasier, 2003;

Belbahri vd., 2006).

Jung ve Burgess (2009), farklhi Phytophthora tirlerinin tespiti amaciyla
Avrupa’da hem orman alanlarinda hem de orman fidanliklarinda yaptiklarn
biiylik 6lcekli calismalarinda, 39 konukc¢uda, farkli Phytophthora tiirleri izole
etmisler ve bu tiirlerin elde edildikleri konukgular i¢in ilk kayit olduklarini
bildirmislerdir. Morfolojik teshislerin yani sira, izolatlara ait genomik DNA
orneklerinin ITS bolgelerinin dizilenmesi ile yaygin olarak izole edilen bir tiiriin

Phytophthora citricola, diger tiirlerin ise P. multivora ve P. plurivora oldugunu
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bildirmislerdir. ITS bolgesinin sonuglarinin yeterli olmadigindan yola ¢ikarak,
bu izolatlarin ayrica cox 1 ve -tubulin gen bolgeleri de ¢ogaltilarak teshisleri
kesinlestirilmistir. Amerika- Tennessee eyaletinde bulunan fidanliklarda
gerceklestirilen bir ¢calismada ise, Hulvey vd., 2010, solgunluk belirtisi gozlenen
fidan orneklerinden ve fidanlik yakininda bulunan nehirden tuzak yontemi ile
Phytophthora tiirlerine ait bir¢ok izolat elde etmislerdir.. Hastalik belirtisi
gozlenen fidan 6rneklerinden toplamda 43 Phytophthora izolat1 elde edilmis ve
bu izolatlarin, P. citrophthora, P. citricola, P. nicotianae, P. syringae turlerine ait
oldugu morfolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak belirlenmistir. Fidanlk
yakinindaki 8 nehirde yapilan tuzak sérveyinde ise toplamda 98 Phytophthora
izolat1 ile 45 Pythium tirlerine ait izolat elde edilmistir. Arastirmada, P.
citrophthora, P. citricola, P. irrigata ve Pythium litorale tirlerinin elde edilen en
yaygin tirler arasinda yer aldigi bildirilmistir.. Akarsu ve fidanliklardan elde
edilen izolatlar, AFLP (¢ogaltilmis fragman uzunlugu poliformizm) ve
mefenoxam tolerans analizi ile degerlendirilmis ve sonuc¢ olarak, akarsu ve
fidanlik 6érneklerinden yaygin olarak elde edilen P. cactorum ‘un daha 6nceden
de var olan bir tir oldugu, herhangi bir kaynaktan fidanlhk ve akarsuya
tasinmadig1 belirtmislerdir. Finlandiya orman fidanlklarindaki Phytophthora
tiirleri ve bu tiirlerin fidanliklardaki risk degerlendirilmelerinin yapildig1 bir
calismada, orman fidanliklarindaki toprak ve su 6rneklerinden P. cactorum, P.
ramorum, P. plurivora ve P. pini sikca izole edilmistir. Bu ¢alismada DGGE-PCR
yontemi ile Phytophthora tiirlerinin dogrudan bitki dokusundan izolasyonu ve

teshisi gerceklestirilerek basarili sonuglar elde edilmistir (Rytkénen, 2011).

Orman fidanliklarinda en sik rastlanan bir diger Phytiaecous tiir Pythium spp.,
bitkilerde cogunlukla ¢okertene neden olmakla beraber, baz tiirleri daha ileri
yasta fidanlarda kok ciirtikliigiine yol agmaktadir. Tiim diinyada yaygin ve genis
bir konuk¢u dizisine sahip olan toprak kaynakli saprofit ve patojen tiirler bu
cins igerisinde yer alir (Stanghellini, 1974). Pythium da Phytophthora da oldugu

gibi, suyun bulundugu ortamlarda siklikla rastlanan tiirleri icermektedir.

Pythium cinsi ilk olarak Pringsheim tarafindan tanimlanmis, daha sonra

Schroter tarafindan bu cins, Oomycetes sinifi icindeki Peronosporales takimina
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dahil edilmistir. Pythium tiirleri 1lik ve nemli alanlar1 sevdiginden, bu kosullara
sahip sera ve fidanliklarda ciddi boyuttaki zararlara neden olmaktadir (Agrios,

1988).

Pythium kok ¢uriklugi genellikle geng ya da sukkulent dokularda, yasc¢a biiytiik
bitkilerde, kok uclarinda ya da yan koklerde bulunmaktadir. Olgun, ligninlesmis
dokular nadiren etkilenmektedir. Enfeksiyon sonucunda, kok sistem gelisiminde
zaylflama, strginlerin kivrilmasi1 ve kloroz goriilmektedir. Cok sayidaki
hastalikl fidanlar, boy bakimindan standartlara uygun olmamaktadir. Toprak ve
yetisme ortami nem seviyesi gibi bir¢ok faktoriin etkisi ile enfeksiyon kok
bogazinin hemen altinda meydana gelmektedir. Patojen, kok uc¢larindan giris
yaparak, genc hiicrelerin oldugu kisimlarda iiremekte ve kilcal koklerin hizl bir

sekilde 6lmesine sebep olmaktadir.

Pythium tiirleri, toprak altinda veya organik madde tlzerinde saprofit olarak,
oospor adi verilen kalin duvarli dinlenme sporu olarak da adlandirilan yapilari
ile uzun siire canlihigini devam ettirebilmektedir. Zoospor ve sporangia kisa
siirede hayatta kalmalarini ve enfeksiyonu baslatmalarinda aktif rol oynarken,
uzun sureli periyotlar i¢in oosporlar etkili olmaktadir (Vaartaja ve Bumbieris,

1964).

Fidanlik kosullari, fidan tiretim sekilleri ve diger abiyotik faktorler Pythium
tlrlerinin yayilmasinda énemli bir rol oynar. Fidanliklarda yapilan ¢alismalarda
Pythium tirlerinin kok curukliginden daha ¢ok cokertene sebep oldugu
belirlenmistir. Ancak birka¢ calismada kok clrikligi belirtisi gosteren
fidanlarin koklerinden ve topraklarindan yapilan izolasyonlar sonucunda

Pythium tiirlerinin varligindan s6z edilmektedir.

Vaartaja ve Bumbieris (1964), Gliney Avustralya’da bulunan 16 orman fidanhg,
1 sts bitkisi fidanlig1 ve dogal cam ormanindan aldiklar: toprak érneklerinden
yaptiklart izolasyonlar sonucunda yaygin olarak, Pythium ultimum Trow,
Pythium paroecandrum Drechsler, Pythium rostratum Butler, Pythium iwayamai

Ito, Pythium oligandrum Drechsler, Pythium acanthicum Drechsler ve Pythium
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echinulatum Matthews tiirlerini elde ettiklerini bildirmislerdir. Hendrix ve
Campbell, (1968), Giineydogu Amerika Birlesik Devletlerinde bulunan orman
fidanliklarinda Pinus echinata Mill., Pinus elliottii Engelm ve Pinus taeda L.
tirlerine ait fidanlardan, Pythium irregulare-debaryanum Buisman, Pythium
sylvaticum W.A. Campb. & F.F. Hendrix, Pythium spinosum Sawada, Pythium
helicoides ve Pythium splendens Hans Braun izole etmislerdir. Elde edilen
izolatlarin hastalik olusturup olusturmadigini test etmek amaciyla, aym
konukgulara inokule etmisler ve sonuc¢ olarak da bu tirlerin test edilen
fidanlarda ¢ikis sonrasi ¢okertene ve kok cirtkligiine neden oldugunu
bildirmislerdir. Ayni arastirmaci, Kanada’'nin Ontario eyaletinde bulunan orman
fidanliklarinda yetistirilen ¢am tiriinden alinan 17 toprak 6rneginden 16’sinin
Pythium ile bulasik oldugunu tespit etmistir. Toprak orneklerinde, P.
irregulare’nin en baskin tiir oldugu ve bu tiirii izole edilme oranlarina gore, P.

rostratum, P. ultimum ve P. oligandrum’un izledigi bildirilmistir (Vaartaja, 1968).

Orman fidanliklarinda kok curiikliigiine neden oldugu bilinen ve son yillarda
yaygin olarak tespit edilen fungal etmen Cylindrocarpon destructans (Zins.)
Scholten (syn: Ilyonectria radicicola (Gerlach & L. Nilsson) P. Chaverri & C.
Salgado, in Chaverri, Salgado, Hirooka, Rossman & Samuels) olup, 6zellikle cam,
ladin, sedir, goknar, ardi¢ ve melez tiirlerinde kayiplara yol agmaktadir. S6z
konusu kok clriikliigli, Ascomycota subesi Nectriaceae familyasinda yer alan
Cylindrocarpon tiirleri tarafindan meydana olusturulmaktadir. Hastalik etmeni
ilk kez 1963 yilinda, British Colombia Campbell nehri yakinlarinda bulunan
orman fidanhgindaki Duglas goknar1 koklerinde tespit edilmistir.
Cylindrocarpon cinsi, bitkilerin koklerinden sik¢a izole edilen tiirleri
kapsamaktadir. Cylindrocarpon spp., toprak altinda bir¢cok otsu ve odunsu
bitkilerin koklerinde saprofit ya da zayif patojen olarak bulunmaktadir.
Fungusun toprak icerisinde gelisimi ve yayilimi miselleri sayesinde olur. Bunun
yaninda, clamidosporlar ve conidiosporlarin1 da toprakta olusturur. Fungusun
topraktaki diger mikroorganizmalarla rekabet yetenegi yiiksektir. Sporlar1 hizl
bir sekilde ¢imlenme kabiliyetindedir. Bu 6zellikleri nedeniyle, toprak altinda
kilcal kokleri ve yeni gelismekte olan kiitinlesmemis kok dokularini enfekte

eden oOncl tirler arasinda yer alir. Cylindrocarpon sp. alkali karakterdeki
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topraklarda daha yaygin olarak bulunmaktadir (Brayford vd., 2004; Crosby vd.,
2010).

Tarim bitkilerine daha ¢ok zarar yaptig1 bilinen Cylindrocarpon tiirleri, yapilan
baz1 arastirmalarda orman fidanliklarinda yetistirilen orman agacglarinda da
tespit edilmistir. Crosby ve ark. (2010) Washington’daki baz1 orman
fidanlhklarinda gergeklestirdikleri c¢alismalarinda, Fusarium oxysporum ve
Cylindrocarpon destructans tirlerinin Duglas goéknarlar1 fidanlarinda yaygin
olarak bulundugu ve bu fidanlarda kok c¢iriikliigiine neden oldugunu tespit
etmislerdir. Bu iki hastalik etmeninin kontrol altina alinmamasi durumunda

fidanlklarda ciddi fidan kayiplarina yol agacagini ortaya koymuslardir.

Cylindrocarpon destructans’ 1n Tiirkiye'de ilk kez Adana ve ¢evresinde yer alan
orman fidanliklarinda itretilen Thuja occidentalis L. (mazi1) ve Cupressus
sempervirens L. (servi) fidanlarinda siddetli kok ciirtiikliigiine neden oldugu
tespit edilmistir (Kurt, 2011). Fungusun hastalik olusturup olusturmadigini
kontrol etmek amaciyla izole edildikleri konukgu tiirlere ait fidanlara inokule
etmistir. Sonu¢ olarak, maz1 ve servi fidanlarinda koék curtikliigiinii meydana
getiren etmenin C. destructans oldugu ortaya koyulmustur. Kuzey Pasifik’'te
ekonomik degeri olan duglas goknarinin ¢ok miktarda tiretimi yapildig1 iic
orman fidanliginda yapilan bir ¢calismada, bir Cylindrocarpon tiiriiniin fidanlarin
biiyiime donemlerinde koék clriikliigiine neden oldugu tespit edilmistir.
Calismada in vitro kosullarda sicakligin miselyal gelisimi tizerindeki etkisi ve
dort farkl fungisitin hastalik tizerindeki etkisi arastirilmistir. Hastalikli Duglas
goknari fidanlarinin kéklerinden izole edilen Cylindrocarpon tiirleri, rDNA’ nin
ITS bolgeleri dizilenmesi ile tanilanmis ve sonuc¢ olarak da C. destructans, C.
liriodendri ve C. pauciseptatum tiirlerinin var oldugu belirlenmistir. Calisilan tg
fidanlkta, C. destructans’ 1n kok cuiriikliigli hastaligina neden olan en baskin tir

oldugu belirtilmistir (Khorasani, 2013).

Diinyada konifer agac tiirlerinin fidanlarinda goériilen yaygin diger énemli bir
kok hastaligi ise, Fusarium kok curikligiudir (Bloomberg, 1981; Smith 1975;

Couteaudier ve Alabouvette, 1981). Fusarium kok ¢uriikliigiiniin yesil aksamda
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olusturdugu belirtiler oldukca degiskendir. Siirglinlerde ve ibrelerde goriilen
kloroz daginik bir gelisim sergiler. ilerleyen donemlerde renk degisikliginin
beraberinde ibrelerde sarkma ve kurumalar goézlenmektedir. Etkilenen siirgiin
uclar1 baston seklinde kivrilmaktadir. Hastalikli kok sisteminde yan koklerin
sayisinin azaldigl, kalan koklerin de renginin koyulastigl, siskinlestigi bunun
sonucunda da kokiin saghgini kaybettigi goriilmektedir (Landis, 1989; Kim vd.,
2011). Hastaliktan etkilenen koklerin dokunuldugunda kabuk ve Kkorteks
dokusunun kolayca birbirinden ayrildig1 ve koyu renkli kambiyum dokusunun
ortaya ciktig1 izlenmektedir. Enfekteli fidanin 6lmeden o6nce, yesil aksami
kirmizimsi1 kahverengine donlsmektedir. Bu hastalik genellikle 6liimctil

olmakta ancak bazi durumlarda sadece ana koklere zarar vermektedir.

Bu hastaligin teshisinde en 6nemli isaret, fidanin govdesinde “sporodochia” adi
verilen ve icerisinde sari-turuncu orak biciminde, ¢ok hiicreli spor kiitlelerini
iceren fungal yapilarin olusmasidir (Landis, 1976; James, 1985a,b,c). Patojen,
kokte ya da organik madde iizerinde clamidosporlar1 yardimiyla kisi

gecirebilmektedir.

Orman agaci fidanlarinda kok ciirtikliigiine neden olan bir¢ok Fusarium tiirti
tespit edilmistir. Bunlardan en yaygin olanlari; Fusarium oxysporum E.F. Sm. &
Swingle (Graham ve Linderman, 1983), Fusarium solani (Mart.) Sacc. (James,
1983; Landis, 1976), Fusarium moniliforme ]. Sheld ve Fusarium avenaceum R.J.

Cook. (James, 1985a) 'dir.

Ladin, goknar, cam, melez gibi bir¢ok igne yaprakl agac¢ fidanlarinin yukarida
belirtilen Fusarium tiirlerine karsi hassas olduklar1 bilinmektedir. Yiiksek
sicaklik ve kuraklik, fidanlar1 hastalik etmenine karsi predispoze eden stres
faktorleri arasinda yer alir. Bu kosullar altinda hastalik normalden daha hizh
seyreder. Bunun yani sira, fungusun ciplak koékliilere nazaran, tiipli fidanlarda
daha ciddi zarara yol actig1 bilinmektedir (Landis, 1989). Bunun nedeninin,
tipli fidanlarin sicakliglt daha iyi muhafaza etmesinden kaynaklanacagi
belirtilmektedir. Bu hipotezi agiklar nitelikteki bir ¢alisma, Landis (1989)

tarafindan ABD’de bulunan fidanlklarda yetistirilen ¢am ve Duglas goknari
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tlipli fidanlar iizerine yapilmistir. Cam ve duglas goknari fidanlarinda goriilen
kok curukligine neden olan etmenleri arasinda, Fusarium oxysporum ve F.
solani’ nin bulundugunu ve bunlarin 6zellikle ¢iplak kokli fidanlara kiyasla
tipli fidanlarda daha yaygin olarak izole edildigini ortaya koymustur. Yine
konifer tirlerden olan ve kok cirikligi hastaligi belirtisi gozlenen Pinus
strobus L. ve Pinus sylvestris L. fidanlar1 koklerinden yogun olarak Fusarium
oxysporum, F. acuminatum Ellis & Everhart. Section, Fusarium equiseti (Corda)
Sacc., Fusarium proliferatum (T.Matsushima) Nirenberg, F. sambucinum, F. solani
ve Fusarium sporotrichioides Sherb. ve R. solani izole edilmistir (Sarhan vd.,,

1989; Ocamb ve Juzwik, 1995).

Misir'da orman fidanliklarinda yapilan bir arastirmada, fidanliklarda tespit
edilen hastaliklar; ¢okerten, yaprak lekeleri, kiillemeler ve koék hastaliklar
olarak gruplandirmistir. Birgok bitki tiiriinde, en 6nemli hastalik grubunun

cokerten oldugunu ve bu hastaligi F. solani’'nin meydana getirdigi bildirilmistir.

F. solani’ nin Populus sp. ve Pinus ssp. fidanlarindan izole edildigini belirterek,
bu konukcularda patojen oldugunu inokulasyon testleri ile ortaya koyulmustur
(El-Settawy, 1999). Amerika’nin Rocky Daglar'inda yer alan orman fidanliginda
tiretilen konifer fidanlarinda hastalik yapan Fusarium tirlerinin tespiti lizerine
yapilan bir calismada, F. oxysporum ve F. proliferatum' un, lretimi yapilan
koniferlerde patojen oldugunu bildirilmistir. Elde edilen diger bir Fusarium tiirii
olan, Fusarium sporotrichioides’ (autor) in ise, hem hastalikli hem de saglikh
fidanlardan izole edildigini belirtilmistir. Calismanin tim sonuclari
degerlendirildiginde, Fusarium tiirlerinin tipli fidanlarda ¢iplak kékli fidanlara

kiyasla daha yaygin oldugu tespit edilmistir (James ve Perez, 1999).

Dick ve Dobbie (2002), Yeni Zelanda' da Fusarium tiirlerinin ¢am fidanlarinda
yaygin olarak cokerten ve fidelerde kok ve kok bogazi bozukluklarina yol
actigini rapor etmislerdir. Arastirmacilar, Fusarium subglutinans f. sp. pini’ nin
neden oldugu cam regine kanserinin Pinus radiata (D. Don) plantasyonlarinda
gorilmesinden sonra diger hastalik etmenlerinin de arastirilmasi geregini

belirtmislerdir. Ciplak koklii yetistirilen P. radiata fidanliklarinda en yaygin
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olarak Fusarium oxysporum elde edilmis, F. solani ise sadece bazi fidanliklarda
saptanmistir. Yapilan arastirma, orman fidanliklarinda hastalik belirtileri ile
birkag farkli Fusarium tiirlerinin iliskisi oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Kaynak ozetlerine bakildiginda Tiirkiye’de dahil olmak tizere tiim Diinya’da
orman fidanliklarinda kok ¢iiriikliigline neden olan fungal ve Pythiaceous tiirler
ile ilgili ¢alismalarin tarim alanlarinda yapilanlara nazaran daha az oldugu

goriilmektedir.

Bu ¢alisma ile ilk kez, Turkiye'nin batisinda yer alan ve aga¢landirma ¢alismalari
icin 6nem arz eden 8 orman fidanhiginda, genis yapraklh ve ibreli agac
fidanlarinda kok ciiriikliigline neden olan okaryot patojenler (fungal ve
Pythiaceous tiirleri), hastalikli bitki ve topraklar1 esas alinarak incelemeye
alinarak, bu tiirlerin varhgl agisindan arastinlmistir. izole edilen fungal ve
Pythiaceous tiirlerinin teshisi, klasik ve molekiiler yontemler yardimiyla
gerceklestirilmis ve elde edilen tiirlerin patojenisiteleri kendi konukculari

lizerinde incelenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Arastirmanin ana materyalini Tiirkiye’nin batisinda yer alan 8 adet orman
fidanhginda yetistirilen igne ve genis yapraklh fidanlar ve bu fidanlarda kék
curikligiine neden olan fungal ve Pythiaceous hastalik etmenleri

olusturmaktadir.

Arastirmalar, asagida verilen temel asamalar ¢ergevesinde gerceklestirilmistir.
Bu asamalarin gercgeklestirilmesinde izlenen adimlar, kullanilan materyal ve

yontemler, ilgili bolimlerde aciklanmistir (Sekil 3.1).

—L Hastalikli fidan 6rneklerinin alimi
1. ASAMA
FIDANLIK SORVEYLERI
—L Toprak 6rneklerinin alimi
—L Fungal etmenlerin izolasyonu
—L Pythiaceous tiirlerin izolasyonu
2.ASAMA

LABORATUVAR CALISMALARI

Fungal etmenlerin morfolojik ve molekiiler tanisi

= Pythiaceous tiirlerin morfolojik ve molekiiler tanisi

Fungal etmenler ile patojenisite denemeleri

3.ASAMA
PATOJENISITE CALISMALARI

Pythiaceous tiirler ile patojenisite denemeleri

Elde edilen verilerin degerlendirilmesi

Sekil 3.1. Arastirma asamalari
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3.1. Sorveylerin Gergeklestirildigi Orman Fidanhiklarinin Tanitimi

Sorveyler, Tirkiye'nin batisinda yer alan, [zmir-Torbali, Denizli-Karahasanli,
Mugla-Gokova, Isparta-Egirdir, Antalya-Elmali, Eskisehir, Sakarya-Hendek ve
Bursa olmak tlizere Orman Genel Midiirliigiine bagh 8 orman fidanliginda

gerceklestirilmistir (Sekil 3.2).

S

Sekil 3.2. Sorveylerin yapildigi orman fidanliklari

Bu fidanliklarin toplam alani 571,1 ha olup, yillik 61.039.365 adet igne yaprakh

ve genis yaprakli tiire ait fidan tiretilmektedir.
3.1.1. izmir-Torbali Orman Fidanhgi

Torbali Fidanlik Miihendisligi 1959 yilinda kurulmustur. Toplam ytizolgiimi
670.050 m2dir. Ibreli fidan iiretim alani; 34.330 m? olup, yaprakl fidan tiretim

alani ise, 12.166 m? dir.
3.1.2. Denizli-Karahasanli Orman Fidanlhgi

Denizli Orman Fidanhk Midirliigli, Karahasanli ve Gokpinar Fidanhgi’'ndan
olusan Denizli Fidanlik Sefligi ile Usak Evrendede Fidanlik Sefligi'nden
olusmaktadir. Karahasanh Fidanlhig1 1985 yilinda kurulmustur. Denizden 450 m
yukseklikte, kuzeybati bakida, il merkezine 10 km uzakliktadir. Genel alani
37.27 hektardir. Yillik Kapasitesi 10.000.000 adet olup, 150.000 adet kapl fidan,
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2.500.000 adet enso kapli, 7.350.000 adet ¢iplak koklii fidan liretim kapasitesine
sahiptir.
3.1.3. Mugla-G6kova Orman Fidanligi

Mugla-Gokova Orman Fidanligr 1981 yilinda kurulmustur. Toplam yuzoél¢imi
57,39 ha olmakla birlikte yillik tiretim kapasitesi, 9.500.000 adettir. Fidanlkta
agirhiklh olarak kizilgam, fistikgami, okaliptus, yaprakli ve silis bitkisi

uretilmektedir.

3.1.4. Isparta-Egirdir Orman Fidanlig:

Isparta-Egirdir Fidanlik Mihendisligi 1962 yilinda kurulmustur. Toplam
yuzolcimi 20,0 ha olmakla birlikte, yillik tliretim kapasitesi 7.200.000
adet/y1l'dir. Fidanlikta agirlikli olarak sedir, karacam, ardi¢ fidanlari ile yaprakl

fidanlar tretilmektedir.

3.1.5. Antalya-Elmali Orman Fidanhg

Antalya Fidanlik Miihendisligi 1964 yilinda kurulmustur. Toplam yiizél¢ciimii
17,3 ha olmakla birlikte, yillik tliretim kapasitesi 8.000.000 adet/yil’dir.

Fidanlkta agirlikh olarak kizilgam, ve sedir fidanlar iiretilmektedir.

3.1.6. Eskisehir Orman Fidanlhgi

Eskisehir Fidanlik Miithendisligi 1937 yilinda kurulmustur. Toplam ytzolglimi
176,26 ha olmakla birlikte, yillik tiretim kapasitesi 15.650.000 adet/yil'dur.
Fidanhkta agirlikli olarak kapli, karacam, saricam, sedir fidanlar ile yaprakl

fidanlar tretilmektedir.

3.1.7. Adapazari-Hendek Orman Fidanhgi

Adapazari- Hendek Fidanlik Miihendisligi 1965 yilinda kurulmustur. Toplam
yluzOlgimii 80,0 ha olmakla birlikte, yillik iretim kapasitesi, 19.290.000
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adet/y1l'dir. Fidanlikta agirlikli olarak fistikgcami, kayin, Y. Akasya fidanlar ile
diger yaprakly, ibreli ve siis bitkisi fidanlar: tiretilmektedir.

3.1.8. Bursa Orman Fidanhg

Bursa Fidanlik Miihendisligi 1964 yilinda kurulmustur. Toplam ylizolglimii
21,28 ha olmakla birlikte, yillik tretim kapasitesi, 1.800.000 adet/yil’dur.
Fidanlikta agirlikli olarak fistikcami, yaprakh fidanlar ile siis bitkisi
tretilmektedir (Cizelge 3.1).

Sekil 3.3. Sorvey c¢alismalarinin gergeklestirildigi orman fidanliklarindan
goriiniim a. Denizli-Karahasanli Orman Fidanligi, b. Antalya Orman
Fidanlig, c. Bursa Orman Fidanlhg, d. Egirdir Orman Fidanhg.

3.2. Arazi Calismalari

3.2.1. Hastalikl1 fidan érneklerinin alimi

Hastalik s6rveyine iliskin calismalar, tez kapsamindaki orman fidanliklarinda,
gerceklestirilmistir. Fidanlik sorveylerinde fungal ve Pythiaceous tiirler ile
enfekteli oldugu diisiiniilen ¢iplak kokli ve tipli 296 adet bitki (Cizelge 3.2)
toplanarak laboratuvara getirilmistir (Sekil 3.3). S6z konusu her fidanlikta

belirti gosteren fidanlar 6rneklenmistir.
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Sekil 3.4. S6rvey ¢alismalari sirasinda toplanan fidan érnekleri

3.2.2. Toprak érneklerinin alinmasi

Hastalik sorveyine iliskin calismalar, c¢alisma alanina giren orman
fidanliklarinda, topragin agir ve nemli oldugu kisimlarindan, toprak
orneklerinin alinmasi seklinde gerceklestirilmistir. Fidan yastiklarindan toprak
ornekleri alinirken, fidan yastiklar1 her 50 m’ de bdlmelere ayrilarak, 10’ar m’
lik araliklarla 5 adet toprak 6rnegi alinmistir. Toprak érnekleri 2,5 cm ¢apinda,
10x15 cm uzunlugundaki metal silindirler yardimiyla alinarak, iyice
karistirllmis ve o bélmeyi temsil edecek miktarda toprak 6rnegi ayrilmistir.
Hastalik belirtisi gosteren tiiplii fidan orneklerine ait topraklardan da
izolasyonlar gerceklestirilmistir. Toprak 6rnekleri plastik torbalar igerisinde,
buz kutusunda laboratuara getirilmistir. Toprak 6rnegi almada kullanilan metal
el kiiregi her kullanimdan sonra, %96’lik ethanol ile ytizeysel olarak

temizlenmistir.
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Cizelge 3.1. Ornek alinan fidanlarin fidanliklara gére dagilimi ve adedi

Sorvey Ornek alinan fidan tiirleri Ornek alinan Toprak
yapilan orman fidan adedi ornegi
fidanhig: (hastalik belirtisi adedi
tasiyan)
Laurus nobilis L. (Akdeniz defnesi) 10 4
Thuja orientalis L. (Dogu mazisi) 5 3
Thuja orientalis var. pyramidalis Aurea 7 4
. Quercus suber L. (Mantar mesesi) 2 2
Izmir- Torbal Cedrus deodora (Roxb.) G. Don (Himalaya sediri) 5 2
Cedrus libani (Toros sediri) 2 2
Pinus brutia Ten. (Kizilgam) 16 3
Pinus nigra Arn.(Karagam) 8 3
Denizli- Castanea sativa (Anadolu kestanesi) 3
Karahasanlh Abies cilicica (Toros goknar1) 10 4
Cedrus libani (Toros sediri) 9 2
Cupressus sempervirens L. (Servi) 10 2
Buxus sempervirens L. (Adi simsir) 7 5
Thuja orientalis (Dogu mazisi) 8 4
Mugla-Gékova Pinus brutia (Karagam) 10 3
Juniperus excelsa (Boylu ardig) 18 5
Cedrus libani A. Rich. (Toros sediri) 12 5
oo Pinus nigra (Karagam) 12 5
Isparta- Egirdir Platanus orientalis (Dogu ¢inar1) 4 2
Thuja occidentalis L. (Bati mazisi1) 3 1
Cedrus libani (Toros sediri) 24 7
Antalya Pinus brutia (Kizilgam) 12 8
Pinus sylvestris L. (Sarigcam) 16 4
Platanus orientalis L. (Dogu Cinar1) 5 3
Eskisehir - -
Pinus nigra (Karagam) 12 5
Quercus robur L. (Sapli mese) 6 2
Abies bornmiilleriana Mattf. (Uludag goknar1) 8 2
ﬁdagaia”' Buxus sempervirens (Adi simsir) 26 3
ende Thuja orientalis (Dogu mazisi) 2 5
Thuja orientalis (Dogu mazisi) 8 3
Bursa Abies bornmiilleriana (Uludag géknari) 10 2
Castanea sativa (Anadolu kestanesi) 6 2
Toplam 296 105

3.3. Laboratuvar Calismalari

Laboratuvar calismalari, Siileyman Demirel Universitesi Orman Fakiiltesi,

Orman Miihendisligi Boliimii Orman Botanigi Anabilim Dali Dendroloji ve

Molekiiler Biyoloji Laboratuvarlarinda ve iklim odasinda gergeklestirilmistir.

Laboratuvar ¢alismalar1 asamasinda, fidanliklardan toplanan tiiplii ve ciplak

koklii fidan 6rneklerinin koklerinden fungal kokenli kok ¢liriikliigii etmenlerinin
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izolasyonu ve teshisi gerceklestirilmistir. Laboratuvar calismalari, izolasyon,

morfolojik ve molekiiler tan1 asamalarindan olusturmaktadir (Sekil 3.1).

Sorveylerin gergeklestirildigi fidanliklardan getirilen hastalikli fidanlardan ve
toprak orneklerinden patojen mikroorganizmalarin izolasyonu ve tanilanmalari
icin cesitli laboratuvar malzemeleri (petri kabi, beher, erlen, lam, lamel, cam tiip,
pipet, piset, kurutma kagidi, bisturi, mantar delici), kimyasallar (sodyum
hipoklorit, etanol, penicilin, streptomycine) ve patojen mikroorganizmalari
kiiltiire almak icin cesitli besiyerleri (Patates Dektroz agar, Havug agar, Malt-
extract, PARPNH ve Misir unu agar) kullanilmistir. Cizelge 3.3’de verilen
besiyerleri distile suda eritildikten sonra otoklavda 121 °C'de 15 dakika
boyunca sterilize edilmis, 90 mm ¢apindaki petri kaplarina dékilerek kullanima
hazir hale getirilmistir. Arastirmada antibakteriyel madde olarak streptomycin
kullanilmistir. Bu madde ticari olarak streptomycine siilfat adiyla, kullanima

hazirdir.

Patojen izolasyonlar: sonrasi fungal ve Pythicaeous tirlerin mikroskobik tanisi
ve gorintilenmesi amaciyla lam, lamel, preparat sivilar1 (lactophenol), 151k
mikroskobu, okiiler objektif mikro metre, floresan 1sik mikroskobu ve dijital
fotograf makinesi ve kiiltiirlerin sonraki calismalar icin saklanmasi amaciyla

cam tiipler ve +4 °C buzdolabi kullanilan materyaller olmustur.
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Cizelge 3.2. Izolasyon ve morfolojik karakterizasyon islemlerinde kullanilan
besiyerleri ve icerikleri

Besin ortam Icerigi
Malt extract agar
PARPNH ortami 0,25 mg Pimaricin
50 mg Nystatin
100 mg Ampicillin
1000 ml distile su
PDA(Patates DextroseAgar) 39 g. PDA
1000 ml distile su
PCA (Patates-Havug Agar) 20 gr havug
15 gr patates
15 gr agar
1000 ml distile su
PDB (Patates-Dekstroz-Broth) 20gr PDB
1000 ml distile su
CMA (Misir unu Agar) 20 gr misir unu
20 gr agar agar
1000 ml distile su
CA (Carrot agar) 20 gr havug
20 gr Agar agar
1000 ml distile su

3.3.1. Hastalikli fidanlarin koklerinden fungal etmenlerin izolasyonu

Fidanlik sérveylerinin ardindan laboratuvara getirilen hastalikli fidan érnekleri,
oncelikle izolasyon calismasina tabi tutulmustur. Hastalikli bitki 6rneklerinden
izolasyonlar yapilirken, belirtinin goézlendigi saghkli ve hastalikli kisimlar
iceren bir doku parcas1 %70’lik ethanol ile temizlendikten sonra icinde PDA besi
ortamlar1 bulunan petri kaplarina aktarilmistir. Petrilere aktarilan her bir doku
parcasi numaralandirilarak, diizenli araliklarla kontrol edilmis ve gelisen

koloniler PDA besin ortamina aktarilarak, saflastirilmistir.

3.3.2. Hastalikh fidanlarin kéklerinden elde edilen fungal etmenlerin

morfolojik tanisi

Fungal izolatlarin morfolojik teshislerinde, elde edilen saf kiiltlirlerin besin
ortamindaki gelisimleri, koloni morfolojileri, eseyli ve eseysiz sporlarinin
boyutu, sekillerine bakilarak degerlendirilmesi sonucunda gercgeklestirilmistir
(Hawksworth ve Talboys, 1970; Sneh vd., 1991; Leslie ve Summerell, 2006;
Inderbitzin vd., 2011).
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3.3.3. Toprak oérneklerinden Pythiaceous (Phytophthora ve Pythium spp.)

tiirlerinin izolasyonu

Toprak érnekleri, 500 gr'lik kiivetler icine 100 gr toprak 6rnegi koyularak iizeri
500 ml distile su ile kaplanmis ve yaklasik 15 dk beklenmistir. Su yiizeyine ¢ikan
atiklar pegete yardimiyla toplanarak, su berraklasana kadar bu isleme devam
edilmistir. Tuzak olarak, 3’er adet orman giilii (Rhododendron ponticum) agelya
(Rhododendron simsii) ve mantar mesesi (Quercus suber) yapraklari, ayalari
suya temas edecek sekilde kiivetlere yerlestirilmislerdir. Toprak ve su
tizerindeki bu yapraklar 18 °C’ de 4-7 giin inkube edilmis ve her giin kontrol
edilmistir. Uzerinde lezyon olusumu gozlenen yapraklar en fazla 4 mm’ lik
parcalar halinde kesilerek icerisinde PARPNH bulunan petri kaplarinda 18 °C’de
inkube edilmistir. Ekilen her bir parca her giin diizenli olarak kontrol edilmis ve
koloni gelisimi goriilen kisimlar icinde CA besi ortami bulunan petri kaplarina

saflastirilmistir (Jung vd., 1996).

Bitki koklerinden

—ilizolasyon ¢alismalar:

|

Topraktan tuzak yontemi ile

Saf kiiltiirler iizerinde gelisen
lireme yapilarindan

Morfolojik tani
calismalar

Sporangia, oospor, antherium
yapilarindan

Besin ortamlarindaki gelisimleri

Fungal ve Pythiaceous

izolatlarindan Genomik DNA
ekstraksiyonu
ITS bolgesinin PCR ile
¢ogaltilmasi
| | Molekiiler tam

LABORATUVAR CALISMALARI
|

|

calismalarn

DNA dizilemesi

Niikleotid dizilerinin veri
tabanlarindaki diziler ile
karsilastirilmasi

Sekil 3.5. Laboratuvar ¢alismalarinin ana basamaklari
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3.3.4. Toprak orneklerinden elde edilen Pythiaceous (Phytophthora ve

Pythium spp.) tiirlerinin morfolojik tanisi

Toprak 6rneklerinden izole edilen izolatlar1 PDA, CA ve CMA gibi farkli besin
ortaminda 20 °C’ de giinliik gelisme hiz ve 6zeliklerinden, oogonium, oospor
antheridium, sporangium ve zoospor ozelliklerinden faydalanmak suretiyle

teshis edilmislerdir.

Tiirlerin eseyli ve eseysiz Ureme yapilarinin incelenmesi amaciyla su kiltiirti
hazirlanmistir. Su kiltiirii hazirlanmasi isleminde, CA besi ortaminda gelisen
izolatlar kullanilmistir. Buradan alinan agarl hif parcalar, icerisinde 5 ml
toprak ekstrakti bulunan steril cam petrilere koyulmustur. Bu yontemde
kullanilan toprak ekstrakti i¢in; 1 litre saf suya 15 gram toprak karistirilarak 1
giin calkalanmaya birakilmistir. Petri kaplari, 20 °C’ de tli¢ glin inkiibasyona
birakilmistir. Kiiltiirlere 10x10’ luk mikroskop biiylitmesinde bakilarak eseyli ve

eseysiz yapilari incelenmistir.

Izolatlarin teshisinde kullanilan kriterler sunlardir:

A. Eseysiz yapilar1

A1l. Sporongium

1.Papilla varligi: Papillaly, yarim papillali ve papillasiz

2. Cikis deliginin buytkligi: Dar ¢ikis deligi, orta genislikte ve genis ¢ikis deligi
3. Sekli: Kiremesi, elipsoid, ovoid, limoniform, obpyriform

4. Pozisyonu: Intercalary (sporangiofor ortasinda) ve terminal (sporangiofor ucunda)
5. Caducity 6zelligine gore: Caducous (sporangiofordan kendiliginden kopan) ve
noncaducous

B. Eseyli yapilar:

B1. Oogonium o6zellikleri:

1. Oogoniumlarin hiflerin u¢ kisminda olusu: Terminal

2. Oogoniumlarin hiflerin orta kisminda olusu: Intercalar

B2. Oogonium duvarinin 6zellikleri:

1.Diiz duvarh

2.Dalgali duvarli
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B3. Antheridium ozellikleri:

1. Oogoniumla ayni hif tizerinde olusu: Monoclinous

2. Oogoniumdan farkl bir hifin iizerinde olusu: Diclinous

3. Oogoniumun hemen dibinde olusu: Yakin monoclinous

4. Oogonium sap1 icinde olusu: Hypogynous

5. Antheridium’un oogonium’a yandan temas etmesi: Lateral
6. Antheridium’un oogonium’a ugtan temas etmesi: Apical

7. Antheridium’un oogonium’a genis bir sekilde temas etmesi: Campanulate

B4. Oosporun ozellikleri:

1. Oospor oogonium hacminin %60-65’den daha fazlasini kapliyorsa: Plerotic

2. Oospor oogonium hacminin %60-65’den daha azini1 kapliyorsa: Aplerotic

Aplerotik indeks hesaplanmasi icin 20 adet oogonium 6l¢iimi yapilmistir (Dick,
1990). Bunun i¢in; su kiltiiriinden alinan agarl parga, lam tizerine konulmus ve
laktofuksin ile boyanarak lamelle kapatilmistir. Hazirlanan preparatlara
mikroskop altinda bakilarak eseyli ve eseysiz lireme organlarinin 6zelliklerine
gore “Phytophthora: 1dentifying Species by Morphology and DNA fingerprints”
ve Phytophthora Diseases Worldwide teshis kitaplarindan ve ilgili literatiirden
(Yong-Nian ve Guo-Zhong, 1989; Phytophthora Diseases Worldwide, Jung vd.,
2000; 2004; Galleglly ve Hong, 2008) faydalanilarak izolatlarin teshisi
yapilmaya ¢alisiimistir.

3.3.4.1. Pythiaceous izolatlarin gelisim oranlarinin belirlenmesi

izolatlarin morfolojik teshislerinin yapilmasi amaciyla, CA ortaminda 1 hafta
boyunca 18 °C’de gelistirilen 2 adet Phytopythium, 12 adet Phytophtora ve 16
adet Pythium izolatlarinin koloni ug¢larindan alinan 4mm c¢apindaki agar
plaklari, PDA, CA ve PARPNH ortamlarina aktarilmistir. Ekimden sonra petri
kaplarinin etrafi parafilmle kapatilip, inkiibatore yerlestirilmistir. Denemeler 5

tekerrirlii olarak 20 °C’de ve karanlikta yiritilmustiir.
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Ekimi takip eden 2. glinden itibaren petriler kontrol edilmeye baslanmis ve 1

hafta boyunca her giin 6l¢lim yapilmistir. Gelisen kolonilerin caplari yatay ve

dikey dogrultuda o6lciilerek kayit edilmistir.

3.3.5. Molekiiler Teshisler

3.3.5.1. Fungal ve Pythiaceous izolatlarindan DNA ekstraksiyonu

DNA izolasyonu oncesinde, fungal izolatlar, icinde PDB bulunan eppendorf

tiiplerinde 20 °C’ de 5 giin boyunca gelistirilmistir. Pythiaceous izolatlan ise,

icinde havug¢ suyu bulunan eppendorf tiiplerine aktarilarak 18 °C’ de 3 giin

boyunca gelistirilmistir. DNA ekstraksiyonlari, Lee ve Taylor (1990)'na gore

asagidaki sekilde yapilmistir (Sekil 3.6).

1.

DNA izolasyonunda, gelisen miseller (50 mg) santrifiij ile ¢oktiiriilerek, sivi
besi yeri uzaklastirilmistir.

Miseller, -20 °C’de 15 dk. bekletildikten sonra, tizerine 100 ul lysis buffer
eklenip steril plastik ¢ubuklar yardimiyla parcalanmistir.

Eppendorf tiipleri ilk 6nce, -20 °C’ de 20 dk, daha sonra 65 °C sicaklikta su
banyosu igerisinde 20 dk bekletildikten sonra, yine -20 °C’ de 20 dk inkube
edilmistir.

inkubasyon siiresi sonunda 200 ul lysis buffer eklenip tekrar steril plastik
cubuklarla ezilmis ve 65 °C sicakliktaki su banyosunda 30 dk bekletilmistir.
Her tiip icerisine 150 ul sodyum asetat ilave edilmis, karistirilarak -20 °C’ de
10 dk inkube edilmistir.

Orneklerin, defrize olmalar i¢in yaklasik 10 dk oda sicakliginda bekletilmis
ve oda sicakligindaki sogutmali santrifiijjlde 13000 devir/dk hizda 30 dk
santriflij edilmistir.

Siipernatant yeni tiipe aktarilip 450 ul isopropanol eklenip karistirilmis ve
oda sicakliginda 10 dk inkube edilmistir.

Karisim 4 °C’ de ¢alisan sogutmali santrifiijde 13000 devir/dk hizda 30 dk

santriflij edilmis, stipernatant uzaklastirilmistir.
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9. Elde edilen pellet -20 °C’de muhafaza edilmis 200 ul hacmindeki, %70 ‘lik
ethanol ile iki kez yikanmis, daha sonra oda sicakligindaki santriftijde 13000
devir/ dk hizda 5 dk santrifiij edilmistir.

10. Her bir 6rnege ait pellet ¢eker ocak icerisinde eppedorf tiiplerinin agz1 acik

olacak sekilde 1 gece bekletilerek, pelletin kurumasi saglanmistir.

Eppendorf tiiplerine, 20 ul MilQ su ilave edilip, pellet ¢ézdiiriilmiistiir. izole
edilen DNA’larin kalitesi ve konsantrasyonunu belirlemek i¢in 2 pl'lik DNA
ornekleri % 1'lik agaroz jelde 100 V’da 45 dk yiiriitiilmiistiir. Kontrol olarak,
konsantrasyonlari bilinen A DNA’s1 (25 ng, 50 ng, 100 ng, 200 ng) kullanilmistir.
Jel ethidium bromid ile boyanmis ve UV transimilator lizerinde incelenmis ve

poloroid fotograflar: ¢ekilmistir.
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Sekil 3.6. Fungal ve Phytiaecous izolatlardan DNA ekstraksiyon asamalari

3.3.5.2. rRNA ITS1-5.8S-ITS2 bélgelerinin amplifikasyonu

18S ve 23S rRNA alt iiniteleri arasinda kalan ITS1-5.8S-ITS2 bolgelerinin PCR ile
cogaltilmasi i¢in forward olarak ITS1: 5’- TCCGTAGGTGAACCTGCGG - 3’ ve
reverse olarak ITS4: 5’TCCTCCGCTTATTGATATCG- 3’ primerleri kullanilmistir
(Sekil 3.7)(White vd., 1990).
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ITS1-5.8S-ITS2 bolgelerinin ¢cogaltilmasi i¢in hazirlanan PCR reaksiyon karisimi,
her bir dNTP’den 200 uM, her bir primerden 100 pmol, 2,5 unite Tag-DNA-
polimeraz, 5 pl 10X Taq DNA polimeraz reaksiyon tamponu, 50 ng genomik DNA
icermektedir. Son hacim ddH20 ile 50 pl'ye tamamlanmistir. PCR kosullari

Cizelge 3.4’de verilmistir.

PCR reaksiyonu sonucu elde edilen iiriinlerden 5’er pl alinarak 0,5 pg/ml
etidyum bromiir katkili %1’lik agaroz jelde 90 V’de 45 dakika elektroforezde
yuritilmiustir.

ITS primers

ITS1F
1TSS
Ims1 ITS=
SSURMHA SRR 5.85R LS5U RHA
: X i
. L.FI 1
5.85
IS4
/ IT=2 \ ITS4R
200 b 5.85
—_— ITS1 pra TS-2

Sekil 3.7. ITS1-5.8S-ITS2 bolgesini c¢ogaltmak icin kullanilan primerlerin
pozisyonlari

Cizelge 3.4. ITS bolgesi PCR reaksiyonu ve kosullar:

PCR Reaksiyonu
10x PCR buffer solution S5ul
25mM MgCl, 5l PCR reaksiyon kosullari
50mM dNTP. 1ul 95 °C 2 dakika Hot start (Denaturasyon)
25mM Primer (ITS1) 1ul 94 °C 20 saniye | Denaturasyon
25mM Primer (ITS4) 1ul 55°C 25 saniye | Annealing
Taq Polimerase 0,5 ul 72°C 50 saniye | Extension
DNA 1ul 30 dongii Dongii sayisi
H,0 35,5 ul 72°C 10 dakika | Son uzama asamasi

3.3.5.3. Cox I gen bolgesinin amplifikasyonu

CoxI gen bolgesinin yaklasik olarak ilk 800 bp’lik bolgesinin DNA dizi analizi,
ITS gen bolgesine gore teshisleri yapilan ve Phytophthora oldugu belirlenen
izolatlarin molekiiler tanilamalarin1 dogrulamak icin yapilmistir. Forward

olarak FM84 (5 TTT AAT TTT TAG TGC TTT TGC-3’) ile reverse olarak FM 83
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(5 CTC CAA TAA AAA ATA ACC AAA AATG-3’) primer cifti 800-850 bp’lik
bolgenin c¢ogaltilmasi i¢in kullanilmistir. PCR kosullari, Martin vd., (2007)

tarafindan uygulanan metoda gore yapilmistir.

Cizelge 3.5. Cox I gen bélgesinin ¢ogaltilmasi icin gerekli PCR Kosullar

PCR Reaksiyonu
10x PCR buffer solution 5ul
25mM MgCl, 5 ul PCR reaksiyon kosullari
50mM dNTP. 1ul 94 °C 1 dakika Hot start (Denaturasyon)
25mM Primer (FM83) 1ul 94 °C 15 saniye Denaturasyon
25mM Primer (FM84) 1l 54 °C 15 saniye Annealing
Taq Polimerase 0,5 ul 72°C 10 saniye Extension
DNA 1pl 35 dongii Dongii sayis1
H20 35,5 ul 72 °C 10 dakika Son uzama asamasi

PCR reaksiyonundan olusan triinlerden 5’er pl alinarak 0.5 pg/ml etidyum
bromiir katkilh %1’lik agaroz jelde 90 V'da 45 dakika elektroforezde

yuritilmustir.

3.3.5.4. -Tubulin gen bolgesinin amplifikasyonu

Ayni izolatlarin bir de 3-Tubulin gen bolgeleri c¢ogaltilarak tanisi

kesinlestirilmistir. Bu amagla 3- Tub F1 (5’- GCC AAG TTC TGG GAG GTC ATC-3’
ile f3- Tub R1 (5’- CCT GGT ACT GCT GGT ACT CAG-3’) primer ¢ifti kullanilmistir.

Cizelge 3.6. 3- tubulin gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in gerekli PCR kosullari

PCR Reaksiyonu
10x PCR buffer solution 5ul
25mM MgCl; 5 ul PCR reaksiyon kosullari
50mM dNTP. 1ul 94 °C 1 dakika Hot start (Denaturasyon)
25mM Primer (3-Tub F1) 1ul 94 °C 15 saniye Denaturasyon
25mM Primer(23-Tub R1) 1l 60 °C 15 saniye Annealing
Taq Polimerase 0,5 ul 72 °C 10 saniye Extension
DNA 1ul 35 dongi Dongii sayisi
H,0 35,5 ul 72 °C 10 dakika Son uzama asamasi

Jel tizerinde agilan kuyucuklara, markor boyasi ile karistirilan her bir 6rnekten 8
ul ve 100 kb plus DNA ladder’dan ise 5 pl pipetlenmis ve triinler oda
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sicakliginda 120 voltta 30 dk boyunca kosturulmustur. Siire sonunda jel,

ultraviyole 151k altinda goriintiilenerek, bantlarin fotograflar ¢ekilmistir.

3.3.5.5. DNA dizilemesi

Bu calismada, DNA izolasyonu ve PCR SDU Orman Fakiiltesi molekiiler biyoloji
laboratuvarinda ytritiilmistiir. PCR triinleri Qiaquick PCR 50 (Qiagen GmbH,
Leusten, the Netherlands) kiti ile saflastirilmis ve DNA dizi analizi i¢in lontek

(Istanbul, Tiirkiye) sirketine génderilmistir.

Dizileme sonrasinda elde edilen diziler baslangic ve sonlarinda bulunan
kalitesiz dizilerden arindirilmis ve ardindan ayni lokususa ait ileri ve geri
primerler ile elde edilen (forward ve reverse) dizilere ait kromatogramlar
okumalarda hata olup olmadiginin kontol edilmesi amaci ile ABI iz dosyalari
Chromas Pro (version 1.5) ve BioEdit (version 7.0.90) programlar: kullanilarak
diizenlenmistir. Izolatlara ait diziler bu sekilde diizenlendikten sonra, her bir
izolat icin ileri ve geri primerlere ait dizilerden ortak (consensus) diziler

ClustalW2 yazilimi kullanilarak olusturulmustur.

Elde edilen dizilerin, DNA dizi veri tabanlarinda yer alan diziler ile
benzerliklerinin  karsilastirilmasinda ve en yakin tiirlerle akrabalik
derecelerinin belirlenmesinde BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
algoritmas1 kullanilmistir. BLAST taramalari, NCBI (National Center fo
Biotechnology Information) web sitesinde yer alan nucleotideblast programi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Tarama sonucunda, bu izolatlarin en yakin
benzerlik gosterdigi veri bankasinda bulunan izolatlarin ITS bdélgelerinin baz
dizileri ile karsilastirmalar1 bulgularda verilmistir. Gen bankasinda bulunan
benzer tirlerle filogenetik analizleri ise dizilerin Mega 6 filogenetik programi
yardimiyla neighbor-joining (N]) analizi ile gerceklestirilmistir. Aligment
bosluklar1 kayip veri olarak degerlendirilmistir. Olusturulan dendrogramlarin
giivenilirligi TREECON programi kullanarak seg¢-bagla (bootstrap) analizi ile
1000 tekrarlh olacak sekilde test edilmistir.
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3.4. Fungal ve Pythiaceous Tiirlerine Ait izolatlarla Gergeklestirilen

Patojenisite Denemeleri

Patojenisite testinde kullanilan izolatlar, hastalikli bitkilerden ve topraklardan
elde edilen fungal ve Pythiaceous tiirler arasindan gelisim hizlar1 en fazla olan

izolatlardan secilmistir.

inokulasyon Calismalar:

Toprak ytlizeyinden ~ 5cm lstiinde yer alan govde kisminda inokulasyon
yapilacak yer %70'lik ethanol ile temizlenir

S

Steril bir mantar delici ile floem tabakasi uzaklastirildiktan
sonra, acilan 3 mm’lik dairesel oyuga fungal ve Pyhtiaceous izolatlarla bulasik
agar plaklar yerlestirilir.

S

Uzerine 1slak steril pamuk kaplanir ve parafilm ile sikica sarilip aliminyum
folyo ile 151k almayacak sekilde cevrilir.

Kontrol fidanlarin gévdelerine, fungus icermeyen agar plaklar: koyulur.

Sekil 3.8. Patojenisite denemelerinin agsamalari
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3.4.1. Hastalikli fidanlardan izole edilen fungal tiirlerin patojenisite

denemeleri

Patojenisite denemelerinde kullanilan fungal izolatlar Cizelge 3.7’'de verilmistir.

Cizelge 3.7. Patojenisite denemesinde kullanilan fungal tiirler ve konukgular

Fungus izolat no izolatlarin orjinleri Fungusun
inokule
edildigi

konukc¢u
Fsl [zmir-Torbal Sedir
- Karacam
Fs4 Isparta-Egirdir Maz1
Fusarium solani Uludag goknari
Fs6 Bursa Sapli mese
Adapazari-Hendek
Sapli mese
Foll
Defne
Fol5 Izmir-Torbali K?;?F:;n
Fusarium oxysporum Fol7 Mugla-Gékova A g
rdig
Toros goknari
Antalya-Elmal Sedir
Fm1
Mazi
. Kizilegam
Fusarium Uludag goknari
verticillioides Fm3 Defne
Kestane
Ccd1
Isparta-Egirdir Karagam
Cd4 Kizilegam
) cds Sedir
Cylindrocarpon Denizli-Karahasanlh Boylu ardig
destructans
Kestane
Sapli mese
Rhizoctonia solani Rs1 Eskisehir Kizilgam
Karagam
Uludag goknari
Rs2 Simsir
Eskisehir Kizilgam
Verl Toros goknari
Verticillium dahliae Sapli mese
Kestane
Ver4 Isparta-Egirdir Simsir
Bursa
Pestalotiopsis Pc1 Mazi
clavispora Bursa Kestane
Pc2
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Hastalikhi fidanlardan elde edilen farkl fungal tiirlere ait izolatlardan en sik
gorilenler, izole edildikleri konukc¢ular itizerinde patojenisite testlerine tabi
tutulmustur (Cizelge 3.7). Patojenisite denemeleri 5 tekerrirli olarak
gerceklestirilmistir. Fidan govdeleri lizerinde steril mantar delici ile 3 mm’ lik
yaralar acildiktan sonra, besi ortaminda gelistirilen izolatlarin gelisme
uclarindan alinan agar diskleri acilan bu yaralara yerlestirilmistir. Inokulasyon
noktalar1 parafilm ile sikica sarilan fidanlar, 22 °C’ de li¢ ay boyunca inkube

edilmistir.

inkubasyon siiresi sonunda fidanlarin ibreleri ve yapraklar1 temizlendikten
sonra inokulasyon noktalar1 bisturi yardimiyla agilarak, kabuk altinda olusan
lezyon buyiikliikleri 6l¢ilmiistir (Balc1 ve Halmschlager, 2003). Her bir izolata
ait tekerriirden re-izolasyon yapilarak, inokule edilen izolat ile
karsilastirllmistir. Elde edilen veriler SPSS istatistik programinda GLM (General

Linear Model) testi ile analiz edilerek degerlendirilmistir.

3.4.2. Toprak orneklerinden izole edilen Pyhtiaceous tiirlerinin

patojenisite denemeleri
3.4.2.1. Siirgiin ve fidan inokulasyonlari
Toprak o6rneklerinden izole edilen Pyhtiaceous tiirlerine ait izolatlardan en sik
gortlenler, izole edildikleri konukgular1 lizerinde patojenisite testlerine tabi

tutulmustur. Testlerde konukgu tiirlere ait siirgiinler ve fidanlar kullanilmistir.

Patojenisite denemeleri Siileyman Demirel Universitesi, Orman Fakiiltesi Orman

Mihendisligi Boliimii iklim odasinda gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.8. Phytiaecous tirlerine ait izolatlarin siirgiinlere ve fidanlara
inokulasyonunda kullanilan izolatlar ve konukgular

izolat No | inokulasyon yapilacak konukcu Takson izolatlarin orjinleri
UGH3.5 A.nordmanniana ssp. bornmiilleriana | Pythium irregulare Adapazari-Hendek
UGH1.6 A.nordmanniana ssp. bornmiilleriana | Pythium ultimum Adapazari-Hendek
UGH2.7 A.nordmaniana ssp. bornmiilleriana | Pythium ultimum Adapazari-Hendek
kontrol A.nordmanniana ssp. bornmiilleriana -

Toplam 20 adet
CD2.8 P. orientalis Pytopythium vexans Denizli-Karahasanl
CD1.5 P. orientalis Pythium aphanidermatum | Denizli-Karahasanli
kontrol P. orientalis -

Toplam 15 adet
CH3.3a C. libani Phytophthora syringae Adapazari-Hendek
CH3.3b C. libani Phytophthora syringae Adapazari-Hendek
CT4.4 C. libani Phytophthora citricola [zmir-Torbal
CH2.7 C. libani Phytophthora syringae Adapazari-Hendek
kontrol C. libani -

Toplam 25 adet
KH1.1 C. sativa Phytophthora megasperma | Adapazari-Hendek
KH1.6 C. sativa Pythium irregulare Adapazari-Hendek
KH1.9 C. sativa Pythium intermedium Adapazari-Hendek
kontrol C. sativa -

Toplam 20 adet
MT1.4 T. orientalis Pythium intermedium [zmir-Torbal
MT3.1 T. orientalis Pytopyhtium vexans [zmir-Torbal
DM3T1.6 | T. orientalis Pythium ultimum [zmir-Torbal
MT1.6 T. orientalis Pythium ultimum [zmir-Torbal
DM1.8 T. orientalis Pythium aphanidermatum | Bursa
kontrol T. orientalis -

Toplam 30 adet
AD3.8 J.excelsa Pythium ultimum Denizli-Karahasanlh
AD3.4 J.excelsa Pythium intermedium Denizli-Karahasanlh
A3E2.5 J.excelsa Pythium intermedium Eskisehir
kontrol J.excelsa -

20 adet

CkD1.5 P. nigra Pythium ultimum Denizli-Karahasanl
CkE1.7 P. nigra Pythium aphanidermatum | Eskisehir
kontrol P. nigra -

Toplam 15 adet
SM2.8 B.sempervirens Phytophthora citricola Mugla-Gokova
SH1.2 B.sempervirens Phytophthora citricola Adapazari-Hendek
kontrol B.sempervirens -

Toplam 15 adet
CzD1.9 P. brutia Pythium aphanidermatum | Denizli-Karahasanli
kontrol P. brutia -

Toplam 10 adet
DT2.8 L. nobilis Phytophthora citricola [zmir-Torbal
DT1.8 L. nobilis Phytophthora cactorum [zmir-Torbal
DT2.7 L. nobilis Phytophthora cactorum [zmir-Torbal
DT2.7 L. nobilis Phytophthora cactorum [zmir-Torbal
kontrol L. nobilis -

Toplam 25 adet
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inokulumun Hazirlanmasi

On bir adet Phytophthora, 2 adet Phytopythium ve 16 adet Pythium sp. izolat
fidanlara bulastirmak i¢in gerekli olan inokulum laboratuvar kosullarinda
hazirlanmistir. Bu amagla, izolatlar, igerisinde CA bulunan petri kaplarinda fig

giin stireyle 20 °C’de inkube edilerek gelistirilmistir.

Sekil 3.9. Govde lizerine 3 mm’'lik yara agilmasi (a). Pythiaceous bulasik agar
parcalarinin yerlestirilmesi (b ve c).
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Sekil 3.10. Inokulum noktasinin 1slak pamuk ile sarilmasi (d), Parafilmlenmesi
(e), aliiminyum folyo ile kaplanmasi (f)

Denemelerin kurulmasi

In vivo denemelerde toplam 195 adet fidan ve 195 adet siirgiin ile Phytiaceus
tirtine ait toplam 29 adet izolat kullanilmistir (Cizelge 3.8). Denemeler, 5
tekerrirli olarak gerceklestirilmistir. Patojenisite testlerinde kullanilan

izolatlar, hizl gelisenlerden secilmistir.

Fidan govdeleri ve siirgiinler lizerinde steril mantar delici ile 3 mm’ lik yaralar
acildiktan sonra, besi ortaminda gelistirilen izolatlarin gelisme uclarindan
alinan agar diskleri acgilan bu yaralara yerlestirilmistir (Sekil 3.9). Inokulum
yerlestirildikten sonra iizerine steril su ile 1slatilan pamuk konulmus, 6nce
parafilmle ardindan aliminyum folyo ile kaplanmistir (Sekil 3.10). Tiim fidanlar

ve suirglinler 20 °C’ de li¢ ay boyunca inkube edilmistir (Sekil 3.10).

inkubasyon siiresi sonunda fidanlar kék ve dallarindan ayiklanarak, bisturi
yardimiyla inokulasyon noktalar1 ag¢ilmis ve kabuk altinda olusan lezyon
biytiklikleri olciilmistiir (Balc1 ve Halmschlager, 2003). Her bir izolata ait

tekerriirden re-izolasyon yapilarak, inokule edilen izolat ile karsilastirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Fidanlik Sérveyleri ve Ornekleme

Calismanin konusunu olusturan kok ciiriikligline neden olan fungal ve
Pythiaceous etmenlerin belirlenmesi amaciyla, 2008-2010 yillarin1 kapsayan
ilkbahar ve sonbahar donemlerinde, izmir-Torbali, Denizli-Karahasanl, Mugla-
Gokova, Isparta-Egirdir, Antalya-Elmali, Eskisehir, Adapazari-Hendek ve Bursa
Orman Fidanliklari’'nda sorvey calismalar1 gerceklestirilmistir (Sekil 4.1).
Fidanliklardan 6rnek alinan hastalikli fidanlarin, ¢ogunlukla geriye dogru 6liim,
kilcal kok kaybs, kok cuirtikliigii ve tist aksamda renk degisikligi gibi belirtilerden

en az birini tasidigl tespit edilmistir.

4.2. Fidanliklarda Belirlenen Fungal Etmenler

Hastalik belirtisi gosteren fidanlarin koklerinden besi ortamina izolasyon ile
kok curukligi fungal etmenleri elde edilmistir. Toplamda 296 adet fidan
orneginden izolasyonlar gerceklestirilmistir. Bunun sonucunda, 199 adet fungal

izolat elde edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Orman fidanliklarindan izole edilen fungal tiirlere ait izolat sayisi

Konukgu tiirlerinden elde Fungal tiirlere ait
Orman fidanhg1 edilen izolat sayisi1 izolat sayis1
Pinus brutia 9
Cupressus sempervirens 8
Buxus sempervirens 7
Mugla-Gokova Thuja orientalis 3
Toplam 27
Quercus suber 4
Cedrus libani 5
Thuja orientalis 5
] Thuja orientalis pyramidalis 4
Izmir- Torbal Laurus nobilis 6
Cedrus deodora 5
Toplam 29
Pinus nigra 5
Platanus orientalis 4
Eskisehir Quercus robur 6
Pinus sylvestris 8
Toplam 23
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Cizelge 4.1. Orman fidanliklarindan izole edilen fungal tiirlere ait izolat sayisi

(devami)
Konukgu tiirlerinden Fungal tiirlere ait
Orman fidanhgi elde edilen izolat sayisi izolat sayis1

Cedrus libani 4

Juniperus excelsa 3

Pinus nigra 7

Isparta-Egirdir Platanus orientalis 3
Thuja occidentalis 8

Toplam 25

Cedrus libani 12

Abies cilicica 7

Denizli-Karahasanl Pinus nigra 8
Pinus brutia 10

Castanea sativa 5

Toplam 42

Abies bornmiilleriana 13

Adapazari-Hendek Buxus sempervirens 10
Toplam 23

Cedrus libani 7

Antalya-Elmali Pinus brutia 5
Toplam 12

Castanea sativa 4

Abies bornmiilleriana 8

Bursa Thuja orientalis 6
Toplam 18

Genel toplam 199

Toplamda 8 adet orman fidanhigindan alinan hastalikli bitki 6rneklerinden
yapilan izolasyonlar sonucunda, Fusarium solani, Fusarium verticillioides, F.
oxysporum, Cylindrocarpon destructans, Verticillium dahliae, Rhizoctonia solani
ve Pestalotiopsis clavispora turleri ve bunlarin yani sira Mucor sp., Penicillium sp.
ve Phoma spp. saprotrofik ve teshis edilemeyen steril misellere sahip diger

funguslar elde edilmistir (Cizelge 4.2).

Fusarium spp. hastaliklh fidan koklerinden izole edilen en yaygin genus olup
toplam izolatlarin %45’ni olusturmaktadir. Bu tiirii sirasi ile V.dahliae (%18,4),
R. solani (%11,7), C. destructans (%7,7) ve P. clavispora (%2,1) izlemektedir.

Sorvey yapilan fidanliklarin geneline bakildiginda Fusarium genusuna ait 3
tiirden en fazla %23,0’'luk bir deger ile F. verticillioides izole edilmistir (Cizelge

4.2).
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(A4

Cizelge 4.2. Simptomatik bitkilerden yapilan izolasyonlarinin fidanlik ve konuk¢u bazinda bulunma ytizdeleri

Hastalikh Bulunma Yiizdeleri
Bitki (%)
Orneginin Orneklenen Orneklenen | Fusarium Fusarium Fusarium | Cylindrocarpon | Verticillium | Rhizoctonia | Pestalotiopsis
Alindigi fidan tiiri Fidan sayis1 solani verticilliodies | oxysporum destructans dahliae solani clavispora
Orman
Fidanlig:
Pinus brutia 10 - 30,0 30,0 - 20,0 20,0 -
Cupressus 10 - 40,0 20,0 - 20,0 20,0 -
sempervirens
Mugla- Buxus 7 - - 14,3 - 71,4 14,3 -
Gokova sempervirens
Thuja 8 - 62,5 - - 25,0 - -
orientalis
Quercus suber 2 50 50,0 - - - - -
Cedrus libani 2 - 50,0 - - - - -
Thuja 5 20 40,0 - - 20,0 20,0 -
orientalis
. Thuja 7 42,8 28,5 14,2 - - - -
Izmir- orientalis
Torbah pyramidalis
Laurus nobilis 10 - 20,0 30,0 - - - -
Cedrus 5 40 60,0 - - - - -
deodora
Pinus nigra 12 - - - - 41,6 16,6 -
Platanus 5 - - - - - - -
EsKkisehir orientalis
Quercus robur 6 16,6 - 33,3 - 16,6 33,3 -
Pinus 16 6,25 43,7 - 37,5 12,5 -
sylvestris
Cedrus libani 12 8,3 58,3 - 33,3 - - -
Juniperus 18 - - 27,7 55,5 - - -
excelsa
Pinus nigra 12 16,6 - - 16,6 41,6 25,0 -
Isparta- ssp. pallasiana
Egirdir Platanus 4 - - - - 75,0 25,0 -
orientalis
Thuja 3 - - - 33,3 33,3 33,3 -

occidentalis
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Cizelge 4.2. Simptomatik bitkilerden yapilan izolasyonlarinin fidanlik ve konuk¢u bazinda bulunma ytizdeleri (devami)

Hastalikli Bulunma Yiizdeleri

Bitki (%)

Orneginin Orneklenen Orneklenen | Fusarium Fusarium Fusarium | Cylindrocarpon | Verticillium | Rhizoctonia | Pestalotiopsis

Alindig: fidan tiiri Fidan sayis1 solani verticilliodies | oxysporum destructans dahliae solani clavispora

Orman

Fidanlig
Cedrus libani 9 55,5 22,2 - - 22,2 - -
Abies cilicica 10 - 60,0 - - 30,0 - -
Pinus nigra 8 - - - 75,0 - - -

Denizli- ssp. pallasiana

Karahasanlt | pinys brutia 16 - - - - 43,7 31,2 -
Castanea 5 - - - - 20,0 80,0 -
sativa
Abies 8 12,5 50,0 - - 25,0 - -
bornmiilleriana

Adapazari- Buxus 26 - - 38,4 - - - -

Hendek sempervirens
Cedrus libani 24 50 29,2 12,5 - 8,3 - -

Antalya Pinus brutia 12 - 58,3 - 25,0 - - -
Castanea 6 - 33,3 - - - - 66,6
sativa

Bursa Abies 10 30 20,0 - - 20,0 30,0 -
bornmiilleriana
Thuja 8 75 - - - - - -
orientalis

Toplam 296




Kok clirtikliigii belirtisi gosteren fidanlardan elde edilen fungal tiirlerin orman
fidanliklarina gore dagilimlar1 Sekil 4.1 'de verilmistir. Diger olarak belirtilen
payda, Mucor sp., Penicillium sp. ve teshis edilemeyen steril funguslar

icermektedir.

Mugla-Gokova orman fidanlhiginda kizilgam (10 adet), servi (10 adet), simsir (7
adet) ve Dogu mazis1 (8 adet) fidanlar1 koklerinden, yapilan izolasyonlarda, en
fazla oranda V. dahliae (%34,1) elde edilmistir. Bunu %33,1’lik degerle F.
verticillioides, F. oxysporum (%16,1) ve R. solani (%13,6) takip etmektedir (Sekil
4.1)

[zmir-Torbali Orman Fidanliginda, en fazla mantar mesesi, Toros sediri, Dogu
mazisl, defne ve Himalaya sediri fidanlarinda kok ciirtikliigiine ait belirtiler
tespit edilmistir. Sekil 4.1 incelendiginde Mantar mesesi, Toros sediri, Dogu
mazis], defne ve Himalaya sediri tiirlerine ait hastalikli fidan kéklerinde yogun
olarak F. verticillioides (%41,4)'nin izole edildigi goriilmektedir. Bunun yani sira
%25,5 F. solani, %7,4 F. oxysporum, %3,3 ‘lik deger ile V. dahliae ve R. solani
elde edilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1’e bakildiginda, Eskisehir orman fidanhigindan ¢inar haricinde diger
tlrlere ait fidanlardan en sik izole edilen tiir V. dahliae olarak goriilmektedir
(Cizelge 4.2). Bunu, hastalik belirtisi gosteren tiiplii sarigam ve sapli mese

fidanlarindan izole edilen F. oxysporum (%19,3) takip etmistir (Cizelge 4.2).

Isparta-Egirdir orman fidanliginda igne yaprakh tiirlerden; Toros sediri, (12
adet), boylu ardi¢ (18 adet), karacam (12 adet), bati mazis1 (3 adet) ve genis
yaprakli tiirlerden 4 adet Dogu ¢inari fidanlarindan 6rneklenmis ve toplamda 49

adet fidandan izolasyon yapilmistir.

S6z konusu orman fidanliginda yetistirilen en énemli tiir boylu ardig¢ olup, ¢iplak
koklii ve tiipli fidan olarak iiretilmektedir. Sorveyler sirasinda hastalik belirtisi
gosteren c¢iplak koklii ve tiiplii boylu ardig fidanlarindan érnekler alinmis ve bu
fidanlarin koklerinden yapilan izolasyonlarda yaygin olarak Cylindrocarpon
destructans izole edilmistir (Cizelge 4.1). Yine Isparta ve c¢evresinde yapilan

agaclandirmalarda en fazla kullanilan asli tiirtimiiz olan Toros sedirinin tiretimi
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bu fidanhkta gerceklesmektedir. Tiiplii olarak iiretilen sedir fidanlarindan
alinan 12 adet fidan Orneginden yapilan izolasyonlarda 4 fidandan C.
destructans (%27,8) izole edilirken, 18 boylu ardi¢ fidanindan yapilan

izolasyonlarda 10 adet fidanin C. destructans ile enfekteli oldugu belirlenmistir.

Denizli-Karahasanli orman fidanligindan 9 adet Toros sediri, 10 adet Toros
goknari, 8 adet karacam, 16 adet kizilgam ve 5 adet kestane fidani olmak tlizere
toplamda 48 adet fidan tlizerinde ¢alisiimistir. Sonug olarak, konukgu tiirti ele
alinmadan fidanlik geneline bakildiginda en fazla izole edilen tiriin V. dahliae

oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1).

Bu tiirtin yam sira, R. solani (%22,3), F. verticillioides (%16,4), C. destructans
(%15,0) ve F. solani (%11,1) ‘nin bulundugu belirlenmistir. Tiplii karagam
fidanlarindan en fazla C. destructans izole edilmis olup yine liretimi fazla yapilan

kizilcam fidanlarindan ise en fazla V. dahliae (%43,7) ve R. solani (%31,2) izole

edilmistir.

Adapazari-Hendek orman fidanliginda yapilan sérveylerde kok clriikligiine
dair belirtiler en fazla Uludag goknar1 ve simsir fidanlarinda gézlemlenmistir.
Sorveylerde 8 adet Uludag goknari ve 26 adet simsir fidani 6rnek olarak alinmis
ve bu oOrneklerin koklerinden izolasyonlar yapilmistir. Simsir fidanlarindan
sadece F. oxysporum elde edilirken, Uludag goknari fidanlar koklerinden ise F.

solani (%12,5), F. moniliforme (%50) ve V. dahliae (%25) izole edilmistir.

Sorveylerin gerceklestirildigi bir diger fidanhk ise Antalya-Elmali Orman
Fidanhigidir. Bu fidanlikta tiretimi yapilan ana tiirlerden Toros sediri ve kizilcam
fidanlarindan 6rnekler alinmistir. Toplamda 36 adet fidan 6rneginden yapilan
izolasyonlarda F. verticillioides, F. solani ve C. destructans tiirleri basta olmak

uzere F. oxysporum ve V. dahliae’ da elde edilen tirler arasindadir (Sekil 4.2).

Bursa orman fidanhiginda yapilan soérveylerde Anadolu kestanesi, Uludag
goknar1 ve Dogu mazisi fidanlarindan ornekler alinmistir. Toplamda 24 adet

fidan 6rneginin koklerinden izolasyonlar gergeklestirilmis ve en yaygin olarak F.
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solani (%35) elde edilmistir (Cizelge 4.1). Hastalik belirtisi goriilen Anadolu
kestanesi fidanlarindan F. verticillioides ile P. clavispora izole edilirken, Dogu

mazisi fidanlarindan ise sadece F. solani izole edilmistir.

Konukgu tiirlerin geneline bakildiginda hastalikh fidanlarda F. verticillioides'nin
(%42,3) en sik izole edilen fungal tiir oldugu dikkati cekmektedir. Igne yapraklh
agac tirlerinden 6zellikle cam tiirlerinden yapilan izolasyonlarda yaygin olarak
izole edilen tiirtn V. dahliae (%28,8) oldugu belirlenmistir. Bu tiriin yani sira F.
moniliforme (%13,7) ve C. destructans (%13,6) da en ¢ok elde edilen tiirler
arasinda yer almaktadir (Sekil 4.3). Toros sediri ve Himalaya sediri
fidanlarindan elde edilen fungal tirlere bakildiginda ise, en c¢ok F.
verticillioides'nin izole edildigi gorilmektedir. Maz1 tiirlerinden ise yine F.
verticillioides'nin yaygin olarak elde edildigi ve diger fungal etmenlerin de var

oldugu belirlenmistir.
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HF.sol.

B f. mon.
M F.oxy.

m Cyl.dest.

m Ver.

m Rhi.sol.
m Pes. clav

m Diger

Sekil 4.1. Sérvey calismalarinin yapildigl orman fidanliklarindan izole edilen fungal tiirlerin dagilimi, a. Mugla-Gékova, b. Izmir-Torball, c.
Eskisehir, d. Isparta-Egirdir, e. Denizli-Karahasanli, f. Adapazari-Hendek, g. Antalya-Elmali, h. Bursa Orman Fidanhgi



8¥

Pinus brutia

Pinus nigra ssp. pallasiana

Pinus sylvestris

H F. sol.
M F. mon.
m F.oxy. mF.sol. BE sol
m Cyl.dest. W Cyl.dest. = Foxy.
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 Rhi.sol. M Rhi.sol.
N m Diger
m Diger
Cedrus libani Cedrus deodora Cupressus sempervirens
mF. sol
mF. mon. B F. mon.
W F.oxy. | F. sol. B F.oxy.
H Cyl.dest. m F. mon. B Ver.
mver. # Rhi.sol.
W Diger
Thuja orientalis Thuja orientalis pyramidalis Thuja occidentalis
HF. sol
B F. sol.
B F. mon. B Cyl.dest.
H F. mon.
mVer. mVer.
. o F.oxy.
= Rhi.sol. u Rhi.sol
N = Diger -
W Diger

Sekil 4.2. Orman fidanliklar genelinde igne yaprakli agag tiirlerine ait fidanlardan izole edilen fungal tiirlerin bulunma oranlar (a)
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Sekil 4.3. Orman fidanliklar genelinde igne yaprakli agac tiirlerine ait fidanlardan izole edilen fungal tiirlerin bulunma oranlari(b)
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Quercus suber
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Laurus nobilis
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Sekil 4.4. Orman fidanliklar1 genelinde genis yaprakl agac tiirlerine ait fidanlardan izole edilen fungal tiirlerin bulunma oranlari




Calisma kapsaminda genis yaprakli agac tiirlerinden mantar mesesi, sapli mese,
defne, simsir, kestane ve ¢inar fidanlarindan izolasyonlar yapilmistir. Mese
tlirlerine ait fidanlardan, F. solani, F. verticillioides ve F. oxysporum izole
edilmistir. Anadolu kestanesinden en fazla izole edilen tiir R. solani (%40) iken,

cinardan en fazla izole edilen tiir ise V. dahliae (%47,5) ‘dir.

4.3. Toprak érneklerinden elde edilen Pythiaceous (Phytophthora ve
Pythium spp.) tiirleri

Orneklenen fidanlara ait toprak érneklerinden, mantar mesesi, orman giilii ve
acelya yapraklar1 kullanilarak tuzak yontemi ile Pythiaceous tiirleri izole

edilmistir.

Bu arastirma sonunda, orman fidanlarindan alinan farkli konukgu tiirlere ait

105 toprak drneginden toplamda 142 adet Pythiaceous izolati elde edilmistir.

Teshis c¢alismalar1 sonucunda, izolatlarin; 4 Pythium, 4 Phytophthora ve 1
Phytopythium tirtine ait oldugu belirlenmistir. Bu tiirler; Pythium
aphanidermatum, P. irregulare, P. litorale, P. ultimum, Phytophthora cactorum,
Phytophthora citricola, Phytophthora megasperma, Phytophthora syringae ve
Phytopythium vexans’ dir. izolasyonlarda sirasinda morfolojik olarak teshis
edilemeyen ve ITS dizilemelerinde birden fazla tiire benzerlik gosteren bazi

Pythium izolatlari, tiir bazinda birakilmis ve degerlendirmelere alinmamistir.
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Cizelge 4.3. S6rvey yapilan orman fidanliklarindan 6rneklenen konukgulara ait
topraklardan izole edilen Pythiaceous tiirlerine ait izolat sayilari

o Konukgu tiirlerinden elde . Pyth1a§ef)us
Orman fidanhg: . . tiirlere ait izolat
edilen izolat sayisi
sayisl
Pinus brutia 4
Cupressus sempervirens 2
Mugla-Goékova Buxus sempervirens 3
Thuja orientalis 3
Toplam 12
Quercus suber 2
Cedrus libani 3
. Thuja orientalis 4
[zmir- Torbali Thuja orientalis pyramidalis 4
Laurus nobilis 8
Cedrus deodora 2
Toplam 23
Pinus nigra 2
Platanus orientalis 3
Eskisehir Quercus robur 1
Pinus sylvestris 4
Toplam 10
Cedrus libani 4
Juniperus excelsa 2
Isparta-Egirdir Pinus nigra 4
Platanus orientalis 2
Thuja occidentalis 2
Toplam 14
Cedrus libani 6
Abies cilicica 4
Denizli-Karahasanl Pinus nigra 3
Pinus brutia 7
Castanea sativa 6
Toplam 26
Abies nordmanniana  ssp. 9
Adapazari-Hendek bornmiilleriana
Buxus sempervirens 14
Toplam 23
Cedrus libani 6
Antalya-Elmal Pinus brutia 4
Toplam 10
Castanea sativa 10
Bursa Abies nordmanniana  ssp. 8
bornmiilleriana
Thuja orientalis 6
Toplam 24
Genel toplam 142

Cizelge 4.3’de gorildigi tlizere, en fazla Pythiaceous tiiriine ait izolat,
Adapazari-Hendek orman fidanligindan izole edilirken, Denizli ve Bursa Orman

Fidanlig1 bunu takip etmistir.
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Cizelge 4.4. Pythiaceous tiirlerinin izole edildikleri konukgular ve fidanliklar

Fidanlhik ad1

izole edildigi konukcu

Pythiaceous tiirler

Adapazari-Hendek

Pinus sylvestris

Phytopythium sp.

Adapazari-Hendek

Abies nordmanniana ssp.
bornmiilleriana

Pythium irregulare
Pythium ultimum

Adapazari-Hendek

Thuja orientalis

Phytopythium vexans

Adapazari-Hendek

Picea orientalis

Pythium aphanidermatum

Adapazari-Hendek

Castanea sativa

Pythium intermedium
Pythium irregulare
Phytophthora megasperma

Adapazari-Hendek

Cedrus libani

Phytophthora syringae
Pythium irregulare

Adapazari-Hendek

Buxus sempervirens

Phytophthora citricola

[zmir-Torbali

Thuja orientalis

Pythium aphanidermatum
Pythium ultimum

Phytopyhtium vexans

Pythium intermedium
Pytopythium vexans

[zmir-Torbali Laurus nobilis Phytophthora cactorum
Phytophthora citricola
Izmir-Torbali Cedrus libani Phytophthora syringae

Eskisehir Pinus nigra Pythium ultimum
Phytopythium vexans
P.aphanidermatum

Eskisehir Juniperus excelsa Pythium intermedium

Mugla-Gékova

Pinus brutia

Pythium aphanidermatum

Mugla-Gékova

Buxus sempervirens

Phytophthora citricola

Denizli-Karahasanl

Platanus orientalis

Phytopythium vexans
Pythium aphanidermatum

Denizli-Karahasanl

Juniperus excelsa

Pythium intermedium
Pythium ultimum

Denizli-Karahasanl

Pinus nigra

Pythium ultimum

Denizli-Karahasanl

Pinus brutia

Pythium aphanidermatum

Denizli-Karahasanl

Juniperus excelsa

Pythium intermedium

Bursa

Thuja orientalis

Phytopythium sp.

Antalya-Elmali

Cedrus libani

Phytophthora syringae
Phytophthora citricola

4.4.

Morfolojik ve Molekiiler Tanisi

Hastahikli Fidanlarin Koéklerinden izole Edilen Fungal Etmenlerin

izole edilen fungal tiirlere ait izolatlar besiyerinde meydana getirdikleri koloni

morfolojileri, gelisim hizlar1 ve tireme yapilarina gore degerlendirilmistir.
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4.4.1. Fusarium solani (Mart.) Sacc., (1881)

PDA besi ortaminda gelisen koloni rengi kirli beyaz, petrinin tabaninda ise
turuncu-kirli beyaz renkli olarak gorilmiistiir. Miselyum gelisimi; havai, diiz,
seyrek veya yogun, pamuksu goriinimlidiir (Sekil 4.5). Somatik hifler renksiz,

bolmeli ve dallanmustir.

Besi ortaminda sporodochia olusumu yaygindir ve ¢ok sayida macroconidia
icerir. Macroconidia renksiz yay seklinde, genellikle 3-5 bélmeli ve 18-36 X 5-8
1 boyutlarinda o6l¢iilmistiir. Microconidia renksiz, oval veya fasulye bigiminde
bdlmesiz veya bir bolmeli, uzun conidiophorelar tlizerinde gruplar halinde

olusur, 8-16 X 2-4 p boyutlarindadir. (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. F. solani (Mart.) Sacc. 'nin PDA besiyerindeki gelisimi (a). Fungusun
macroconidia mikroskobik goriintiisi (b).

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizileme sonucunda 529 bp uzunlugundaki triin Gen bankasinda yer
alan dizilerle Kkarsilastirilmis ve sonu¢ olarak, EU442277, AB498917,
HQ839783, HQ176441, HQ176440, AB470903, FJ157219, EF152426, A]608989,
AB470904 numaralan ile kayith F. solani izolatlar1 ile %97 benzerlik

gostermistir.
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>CKS1

CGAGGTCGGT
GGCATGGCCG
GAAGCTGCGG
GGGGGCTTCT
ATGACGCTCG
GTTCAAAGAT
CATTTCGCTG
AAGTTTTAAT
GTTAGGGGTC
CCGCCGAAGC
CTCGGTAATG

TATACTGATT
CGCCGCTCTC
CGGGACCGCC
GCCGATCCCC
AACAGGCATG
TCGATGATTC
CGTTCTTCAT
TTATTTGCTT
CTCTGGCGGG
AACGTTTTAG
ATCCCTCCGC

CAGGTCACAT
CAGTTGCGAG
ACTGTATTTG
AACGCCAGGC
CCCGCCAGAA
ACTGAATTCT
CGATGCCAGA
GTTTACTCAG
GGCGGCCCGT
GTATGTTCAC
AAGGTACCC

TCAGAAGTTG
GTGTTAGCTA
AGGGACGGCG
CCGGGGGCCT
TACTGGCGGG
GCAATTCACA
GCCAAGAGAT
AAAAACATTA
TGTTACAGGG
AGGGTTGATG
529

GGTGTTTTAC
CTACGCAATG
TGTGCCCACA
GAGGGTTGTA
CGCAATGTGC
TTACTTATCG
CCGTTGTTGA
TAAAAACAGA
CCGTCTGTTC
AGTTGTATAA

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500

Fusarium solani AJ608989

Fusarium solani HQ839783

Fusarium solani AB470903

- Fusarium solani AB470904

Fusarium solani EF152426

| Fusarium solani AB498897

| Fusarium solani HQ176441

Fusarium solani EU442277

| Fusarium solani FJ157219
! Fusarium solani HQ176440
CKS1-ITS4.abl

—
05

Sekil 4.6. Karacam fidan koklerinden izole edilen F. solani CKS1 izolatinin gen
bankasinda yer alan diger izolatlar ile karsilastirilmasinin Neighbor-
Joining agaci1 gosterimi

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

PDA besi ortaminda, koloni rengi sarimtirak, petrinin alt kisminda rengin
koyulastig1 goriilmekte; koloni tipi pamuksu, gelisme yiizeysel olmaktadir (Sekil
4.7). Somatik hifler renksiz ve bolmelidir. Besi ortaminda bol miktarda
sporodochia olusumu goriilmektedir. Macroconidia; renksiz, genellikle 3-5

bolmeli, yay seklinde, basit phialidler iizerinde olusmustur.
Microconidia renksiz, bolmesiz veya bir bolmeli, uzun, oval, ya da bdbrek

seklindedir. Somatik hif ilizerinde lateral durumdaki phialidler ¢ok sayidadir
(Sekil 4.7).
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Sekil

4.7. F. oxysporum'un PDA besiyerindeki

10um

gelisimi

(a).

microconidia mikroskobik goriintiisii (b)

ITS bolgesi dizisi

Toplamda 484 bp uzunlugunda bir baz dizisi Blastn programinda analiz edilmis
ve Gen bankasinda diger tiirler ile eslestirilmistir. Karsilastirma sonucunda,
KF636747,]X045827, KF264963, KF534745, KC875347, KF313101, KC810062,
KC202938, KC577181, KC577176 numaralar ile kayitli olan izolatlar ile %100

benzerlik gostermistir.

>MB2

Sekil 4.8. Mese fidan koklerinden izole edilen F. oxysporum MB2 izolatinin gen
bankasinda yer alan diger izolatlar ile karsilastirilmasinin Neighbor-

CCCCTGTGAA
AAACGGGACG
TTCTGAGTAA
GTTCTGGCAT
GCAGAATTCA
TATTCTGGCG
CTTGGTGTTG
CACGTCGAGC
TCGCGGCCAC
GTAGGAATAC

ATACCACTTG
GCCCGCCAGA
AACCATAAAT
CGATGAAGAA
GTGAATCATC
GGCATGCCTG
GGACTCGCGT
TTCCATAGCG
GCCGTTAAAC
CCGCTGAACT

Fungusun

TTGCCTCGGC
GGACCCCTAA
AAATCAAAAC
CGCAGCAAAA
GAATCTTTGA
TTCGAGCGTC
TAATTCGCGT
TAGTAGTAAA
CCCAACTTCT
TAAGCATATC

GGATCAGCCC
ACTCTGTTTC
TTTCAACAAC
TGCGATAAGT
ACGCACATTG
ATTTCAACCC
TCCTCAAATT
ACCCTCGTTA
GAATGTTGAC
AATA 484

-

GCTCCCGGTA
TATATGTAAC
GGATCTCTTG
AATGTGAATT
CGCCCGCCAG
TCAAGCACAG
GATTGGCGGT
CTGGTAATCG
CTCGGATCAG

50

100
150
200
250
300
350
400
450

Fusarium oxysporum JX045827

Fusarium oxysporum KC577181

Fusarium oxysporum KF534745

Fusarium oxysporum KC202938

Fusarium oxysporum KC577176

Fusarium oxysporum KF264963

Fusarium oxysporum KF636747

Fusarium oxysporum KC875347

_

Fusarium oxysporum KC810062
MB2-ITS1.abl

—

1

Joining agaci gosterimi
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4.4.3. Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg, (1976) (Syn: Fusarium

moniliforme)(Teleomorph: Gibberella fujikuroi)

Kolonileri, ilk olarak beyazimsi renkte daha sonra ise koyulasmaktadir. Ozellikle
petri kabina arkadan bakildiginda pembemsi turuncu (salmon) bir renk
olusumu gorilmektedir. Hifler bélmeli ve hiyalindir. Besi ortaminda turuncu
renkte sporodochia olusumu gézlenmektedir.

Macroconidia az sayida, orak ya da fasiilye seklinde, 3-5 bolmeli olup, ortalama
30-56 x 2,5-3,8 um biytikliigiindedir (Sekil 4.9). Microconidia b6lmesiz olup,
zincir seklinde olusurlar ve ortalama boyutlar1 6-11 x 2,3-3,4 pum olarak

Olcilmistir.

Sekil 4.9. Solda F. verticillioides ]J. Sheld. 'in PDA besiyerindeki gelisimi
(a) Fungusun macro ve microconidia mikroskobik goriintiisii (b)

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda 529 bp uzunlugunda bir dizi elde edilmistir.
Bu dizi gen bankasinda yer alan diger izolatlar ile karsilastirildiinda %96
benzerlikle Gibberella fujikuroi oldugu tespit edilmistir. Elde edilen dizinin
diinya bazinda bu tiire ait izolatlarina ait gen bolgeleri ile kiyaslandiginda
JQ363727, ]X826636, ]X406557, AB237662, AY898262, AY898261, AB725607
no’lu izolatlar ile % 96 benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.10).

57



>ST1.2-ITS4.ab1

GTTGGAGAGT
GCGGATCAGC
TCTGTTTCTA
TCAACACGGA
GATAAGTAAT
ACATTGCGCC
CAACCCCAGC
AGCCGGCCcCC
AGTAAAACCC
AACTTCTAAT
GAACTTAAGC

TTCACTCCAA
CGCTCCCGGT
TATGTAACTT
TCTCTTGGTT
GTGAATTGCA
CGCCAGTATT
CCCCGGGTTT
GAAATCTAGT
TCGCAACTGG
GTGACCTCGA
ATATCAATAA

ACCCCTGTGA
AAAACGGGGC
CTGAGTAAAA
CTGGCATCGA
GAATTCAGTA
CTGGCGGGCA
GGTGTTGGGG
GGCGGTCTCG
TACGCGGCGC
AGTCCGCCCG
GCGGAGGAA

ACATACCAAT
CCGCCAGAGG
CCATAAATAA
TGAAGAACGC
ATCATCGAAT
TGCCTGTTCG
ATCGGCGAGC
CTGCGCTTCC
GGCCAAGCCG
ATCAGGTAGG
529

TGTTGCCTCG
ACCCCTAAAC
ATCAAAACTT
AGCAAAATGC
CTTTGAACGC
AGCGTCATTT
CCTTGCGGCA
ATTGCGTAGT
TTAAACCCCC
AATACCCGCT

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500

Gibberella fujikuroi AY898261
|—| Gibberella fujikuroi AY898262
| Gibberella fujikuroi JX406557

ST1.2-ITS4.abl

r Gibberella fujikuroi JQ363725
Gibberella fujikuroi JQ363727

Gibberella fujikuroi AB725607

Gibberella fujikuroi AB273662
Gibberella fujikuroi JX826636

na

Sekil 4.10. Sedir fidan koklerinden izole edilen F. verticillioides ST1.2 izolatinin
gen bankasinda yer alan diger izolatlar ile karsilastirilmasinin
Neighbor-Joining agaci gosterimi

4.4.4. Cylindrocarpon destructans (Zinssm.) Scholten, (1964) (syn:

Ilyonectria radicicola (Gerlach & L. Nilsson) P. Chaverri & C. Salgado)

C. destructans izolatlarinin PDA besi ortamindaki gelisimi beyazimsi bej renkte
7-10 ginlik kiltirler ise bejden kahverengiye doniismektedir (Sekil 4.11).
Conidiophore dallanmis ve phialid yapilar1 bulunmaktadir. Microconidia bol
miktarda, seffaf ve silindirik olup, dip kismi tiimsek ¢ikintilidir. Konidinin dip

kisminda konidiofordan koptugu kisim biraz ¢ikint1 yapmaktadir.
Sporodochia krem renk ya da bej renginde olup bal¢ik kivamindadir ve icinde

macroconidia bulunmaktadir. Macroconidia silindirik diiz ya da kivriml olup 1-

3 bolmeli ve ortalama 21-48 x 5,0-6,7 um olarak ol¢tilmistiir (Sekil 4.11b).
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Sekil 4.11. C. destructans'in PDA besiyerindeki gelisimi

macroconidia mikroskobik gortintiisi (b).

ITS bolgesi dizisi

(a). Fungusun

Bu izolatin ITS bolgesi dizilemesi sonucunda 494 bp buyikligiinde dizi elde

edilmistir.

>Ardl

GGGGAACCAG
CTCGGCGGTG
ACATTTAAGA
ACAACGGATC
TAAGTAATGT
CATTGCGCCC
AACCCTCAAG
CGCCGTCCCC
TAGCACACCT
CTTCTGAACG

GAGTACACTC
CCTGTTCCGA
AGTCTTCTGA
TCTTGGTTCT
GAATTGCAGA
GCTAGTATTC
CCCCCGGGCT
TAAATCTAGT
CGCACTGGGA
TTTGACCTCG

CCAACCCCTG
CAGCCcGCcca
GTAAACCGAT
GGCATCGATG
ATTCAGTGAA
TGGCGGGCAT
TGGTGTTGGG
GGCGGTCTCG
AACAGCGCGG
GATCAGGTAG

GTGACATACC
GAGGACCCCA
TAAATAAATC
AAGAACGCAG
TCATCGAATC
GCCTGTCCGA
GATCGGCGAG
CTGTAGCTTC
CCACGCCGTT
GAATACCCGC

TATTTGTTGC
AACCCTGATT
AAAACTTTCA
CGAAATGCGA
TTTGAACGCA
GCGTCATTTC
CCTCCGCGCC
CTCTGCGTAG
AAACCCCCAA
TGAA 494

50

100
150
200
250
300
350
400
450

Bu dizi gen bankasindaki diger tiirlerle karsilastirildiginda

GQ169022,

GU479904, GQ131876, AJ875335, AJ875336, AJ875317 ve AJ875320 no’lu

izolatlar ile %97 benzerlik gostermis ve bu tiirtin Ilyonectria radicicola oldugu

tespit edilmistir (Sekil 4.12).

1

Neonectria radicicola AJ875317
Neonectria radicicola AJ875320
Neonectria radicicola AJ875335
Neonectria radicicola AJ875336
Neonectria radicicola GU479904

Neonectria radicicola GQ131876

Ardl-ITS1.abl

Neonectria radicicola GQ169022

Sekil 4.12. Ardig fidan koklerinden izole edilen C. destructans Ard1 izolatinin gen
bankasinda yer alan diger izolatlar ile karsilastirilmasinin Neighbor-
Joining agaci gosterimi
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4.4.5. Pestalotiopsis clavispora (G.F. Atk.) Steyaert, (1949)

Pestalotiopsis clavispora tiiriine ait izolatlar PDA besi ortaminda 25 °C’deki
gelisimlerinde koloniler beyaz ve pamuksu havai misellerden meydana

gelmektedir. Koloniler 7 glinden sonra sarimsi bir renk almaktadir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13. P. clavispora (G.F. Atk.) Steyaert'nin PDA besiyerindeki gelisimi (a).
Fungusun karakteristik sporlarinin mikroskobik goriintiisii (b).

Besi ortaminda siyah renkte acervulus olusturmakta ve igerisinde conidia
bulunmaktadir. Conidia fusiform, diiz, 5 hiicrelidir. Conidianin, bas ve ug
kisimlari renksiz ya da seffaf hiicrelerden orta kisimlar1 ise koyu kahverengi
hiicrelerden olusmustur. U¢ kisminda 2-4 adet apikal uzantilari ve dip kisminda
ise bir uzanti bulunmaktadir. Conidium biytkligi ortalama 21,2 x 6,4 um

olarak ol¢iilmiisttr.

ITS bolgesi dizisi

Toplamda 498 bp uzunlugunda bir gen dizisi elde edilmis ve bu dizi gen

bankasinda yer alan diger turler ile karsilastirilmistir.

>MB3

TCCACCATGT
TTATAGCTGC
GAGCGTCTTA
CTGGCATCGA
GAATTCAGTG
TCTAGTGGGC
AGTGTTGGGA
GCGGATTTGT
TAGGTGCTAT
TCGGATCAGG

GAACTACCTT
TGCCGGTGGA
TTTTAATAAG
TGAAGAACGC
AATCATCGAA
ATGCCTGTTC
ATCTACTTCT
AGTATCCTCT
AACTCCCAGC
TAGGAATACC

TTGTTGCCTC
CCATTAAACT
TCAAAACTTT
AGCGAAATGC
TCTTTGAACG
GAGCGTCATT
TTTATTAGTT
GAGCGTAGTA
CGCTAAACCC
CGCTGAACTT
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GGCAGAAGTT
CTTGTTATTT
CAACAACGGA
GATAAGTAAT
CACATTGCGC
TCAACCCTTA
GTAGTTCCTG
ATTTTTTTTC
CCAATTTTTT
AAGCATATCA

ATAGGTCTTC
TATGTAATCT
TCTCTTGGTT
GTGAATTGCA
CCATTAGTAT
AGCCTAGCTT
AAATACAACG
TCGCTTTTGT
GTGGTTGACC
ATAGCCGG

50

100
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200
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300
350
400
450
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Sonug olarak bu izolatin gen bankasinda yer alan GU595048 no’lu izolat ile %99,
F]517545, ]Q008944, HQ414541, GQ415344, EU342214, EU030329, ]X045815,
KF525827, FJ459948 no’lu izolatlar ile %98 benzerlik gosterdigi ve boylece bu

izolatin Pestalotiopsis clavispora tiiriine ait oldugu kesinlestirilmistir.

Pestalotiopsis clavispora JQ008944
MB3-ITS1.abl

Pestalotiopsis clavispora FJ517545

Pestalotiopsis clavispora JX045815

Pestalotiopsis clavispora EU030329

Pestalotiopsis clavispora HQ414541

Pestalotiopsis clavispora KF525827

Pestalotiopsis clavispora GU595048

Pestalotiopsis clavispora FJ459948

l| Pestalotiopsis clavispora EU342214
Pestalotiopsis clavispora GQ415344

05

Sekil 4.14. Mese fidan koklerinden izole edilen P. clavispora MB3 izolatinin gen
bankasinda yer alan diger izolatlar ile karsilastirilmasinin Neighbor-
Joining agaci1 gosterimi

4.4.6. Rhizoctonia solani Kiihn., (1858)

Hastalik belirtisi gosteren kestane, ¢inar, sapli mese, mazi ve karagam fidan
orneklerinin koklerinden PDA besi ortamina yapilan izolasyonlarda, kolonilerin
petrileri 5-6 giin icinde kapladiklar1 gorilmiistiir. Etmenin kolonileri agik
kahverenkli ve devetiiyi rengindedir. Koloniler ylizeysel bir gelisme
gostermektedir. Hifler, baslangicta renksiz ya da sarimtirak renkli ve dolipor
bolmelidir. Hifler birbirine dik dallanma yapar ve dallanmadan hemen sonra
bolme olusumu gozlenir. Bolmenin oldugu kisim ice dogru daralmaktadir.

Dolipore tipi bélmeleri vardir.
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ITS dizilemesi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 310 bp uzunlugundadir. Bu
dizi gen bankasinda yer alan diger tiirler ile karsilastirildiginda Bursa orman

fidanhgindan alinan kestane fidan1 koklerinden R. solani izole edildigi

belirlenmistir.
>CS1.4b
AGTTTCAACA ACGGATCTTT GGGCTCTCGC ATAGATGAAG AACGCAGCGA 50
AATGCGATAA GTAATGTGAA TTGCAGAATT CAGTGAGATC GAATCTTTGA 100
ACGCACCTTG CGCTCCTTGG TATTCCTTGG AGCATGCCTG TTTGAGTATC 150
ATGAAATCTT CAAAGTAAAC CCTTTGTTAA TTCAATTGGT CTTTTTTACT 200
TTGGTTTTGG AGGATCTTAT TGCAGCTTCA CACTGCTCCT CTTTGTGCAT 250
TAGCTGGATC TCAGTGTTAT GCTTGGTTCC ACTTATTGCA GCTTCACACA 300
ACAACGGATC 310
| Rhizoctonia solani KF 305079
L Rhizoctonia solani HM044763
Rhizoctonia solani JQ313811
T Rhizoctonia solani KF746162
I Rhizoctonia solani KF746163
Rhizoctonia solani HQ905443
 E— Rhizoctonia solani KC833678
' CS1.4b
T Rhizoctonia solani KF843729
| Rhizoctonia solani AB905380
Rhizoctonia solani isolate AF455419
Rhizoctonia solani KF843730

na

Sekil 4.15. Kestane fidan koklerinden izole edilen R. solani CS1.4b izolatinin gen
bankasinda yer alan diger izolatlar ile karsilastirilmasinin Neighbor-
Joining agaci gosterimi

Bu dizi verisi ALIGN programi ile analiz edildiginde genbankasinda yer alan
KC833678 no’lu izolat ile %99 benzerlik gosterirken, AB905380, AF455419,
HMO044763, HQ905443, ]Q313811, KF305079, KF746162, KF746163,
KF843729 ve KF843730 no'lu izolatlar ile %97 benzerlik gostermektedir (Sekil
4.15).
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4.4.7. Verticillium dahliae Kleb., (1913)

V. dahliae’e ait izolatlar genellikle kizilcam, karacam, saricam, sedir, karaservi,
mazl, goknar, ¢inar ve simsir fidanlar1 koklerinden izole edilmistir. PDA besi
ortamina yapilan izolasyonlar sonucunda elde edilen saf kiltiirlerin koloni
ozelliklerine bakildiginda, hiflerin seffaf ve bélmeli oldugu gorilmiistur.

Conidia tek hiicreli olup, oval ya da elipsoid seklindedir. Phialidlerde tcli

olusum ve uca dogru sivrilme goriilmektedir.

ITS dizilemesi

>(Cs2.7a

TTTGTGAACC
CCGCCGGTCC
CTTAGCGAAC
ACGCAATGTA
CGCACATGGC
TCGAGCCCCA
AGCAGTGGCG
ATCGGAGTCC
TGCGGCAACG

AGGATCTCTT
ATCAGTCTCT
TATTAAAACT
GTGTGAATTG
GCCTTCCAGT
GTGGCCCGGT
GACCCGCGTG
CGGAGGCGCT
GTTGACCTCG

ATTGTTGCTT
CTGTTTATAC
TTTAACAACT
CAGAATTCAG
ATCCTGGGAG
GTTGGGGATC
GCCCTTCATT
TGCCTCTAAA
GATCAGGTAG

CGGCGGCTCG
CAACGATACT
GGCTCTAGCA
TGAATCATCG
GCATGCCTGC
TACGTCTGTA
GCGTAATAGT
CCCCCTACAA
GAATACCCGC

TTCTGCGAGC
TCTGAGTGTT
TCGATGAAGA
AATCTTTGAA
GTTTCAACCC
GGCCCTTAAA
TACAGCTCGC
GCCCGCCTCG
TGAACTTAAG

50

100
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CATATTCCGA GCGT 464

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda 464bp uzunlugunda duzenlenmis dizi bilgisi
elde edilmistir. Elde edilen bu dizi bilgisi genbankasindaki diger diziler ile

karsilatirildiginda sarigama ait izolatin V. dahliae’e ait oldugu kesinlestirilmistir.

| Verticillium dahliae GQ149479
' Cs2.7a
Verticillium dahliae GU060637

Verticillium dahliae GU461653
Verticillium dahliae GU461649
Verticillium dahliae GU461640
Verticillium dahliae DQ282123

Verticillium dahliae GU461652

Verticillium dahliae GU461648
Verticillium dahliae GU461655
Verticillium dahliae GU461644

e

P
1

Sekil 4.16. Saricam fidan koklerinden izole edilen V. dahliae Cs 2.7a izolatinin
gen bankasinda yer alan diger izolatlar ile karsilastirilmasinin
Neighbor-Joining agaci gosterimi
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Sekil 4.17’de gorildigii lizere sarigam fidan koklerinden izole edilen (s2.7a
izolati GQ149479 ve GU060637 no’'lu izolat ile %98 benzerlik gosterirken,
GU461653, GU461649, GU461640, GU461652, GU461648, GU461655,
GU461644 ve DQ282123 no’lu gen bankasi V. dahliae izolatlar1 ile %97 homoloji

gostermistir.

4.5. Toprak Orneklerinden izole Edilen Pythiaceous Tiirlerinin Morfolojik

ve Molekiiler Tanisi

4.5.1. Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp., (1923)

Homothallic bir tiirdiir. Havug agar ve patates dekstroz agar besi ortamlarinda
havai miseller, b6lmesiz ve seffaf renklidir. Su kiiltiirtinde sporangia olusumu
gozlenmemistir. Ancak sporangia lobut seklinde, diizensiz dallanma
yapmaktadir, terminal ya da intercalardir. Oogonia kiire seklinde, diiz duvarl ve
genellikle terminaldir. Oogonia sap1 diizdiir. Oogania 21-36 um olarak
Olctilmiistir (Sekil 4.17). Antheridia genis, oogoniuma dogru uzanir. Oosporlar

aplerotic, kalin duvarhdir.

Sekil 4.17. P. aphanidermatum’un CA besiyerindeki gelisimi (a). Oogania ve
antheridia yapais1 (b).

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucuna gore 842 bp uzunlugunda bir dizi elde
edilmistir. Elde edilen dizi Blastn programinda analiz edilmis ve %99 oraninda

P. aphanidermatum AB355599, AY598622, EU327397, HQ643438, HQ643439,
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HQ643440, JF7755593, JF 775594, ]Q898455, KC594034 ve KF561235 izolatlar:

ile benzerlik gostermistir.

>CzD1.9

TTACCGGAAC
GCTCTCTTTC
CGATGTATTT
GAAAGTTTAT
TCGCACATCG
GAATTCAGTG
TGCCTGGAAG
TTTTCTGTGT
TCCCTTTTCG
TTCTTGTGTC
GATCGCTTTG
CCTCTATTGG

CTAAAAACTT
GGAGGGCTGA
TTCAAACCCA
GGTTTTAATC
ATGAAGAACG
AGTCATCGAA
TATGCCTGTA
AGTCAGGGAG
GAGGAGAAGA
TAAGATGAAG
CGCATTTGGG
CGGTATGTTA

TGTGGTTTTC
TCTGGGCAAA
TGTTTTCGGA
TTATTGTGAA
CTGAACTTAA

TGTTTTCCTT
TGGTTGCTGT
TAGGGTAAAG
CAACTTTCTA
GCAATCAAAA

TCCACGTGAA
ACGAAGGTGG
TTTCCTAATA
TATAACAACT
CTGCGAACTG
ATTTTGAACG
TCAGTGTCCG
AGATGGCAGA
CGCGAGTCCC
TGTGATTCTC
CGACTTCGGT
GGCTTCGGCC
GAGGTGTACC
GTAGTAGGGT
GAGGCAACAC
ATTGGACCTG
ACCGGGAGGA

CCGTTGAAAT
GCTGCTTAAT
CTGATCTATA
TTCACAGTGG
CGATACGTAA
CACATTGCAC
TACATCAAAC
ATGTGAGGTG
TTTAAATGTA
GAATCGCGGT
TAGGACATTA
CGACGTTGCA
TGAATTGTGT
TTTGCTGCTC
CAATTGGGAC
ATATCAGGTA
AAAAGGAAAA

CATGTTCTGT
TGTAGTCTGC
CTCCAAAAAC
ATGTCTAGGC
TGCGAATGCA
TTTCGGGTTA
TTGCCTTTCT
TCTCGCTGGC
CGTTCGCTCT
GATCTGTTTG
AAGGAAGCAA
GCTGACAGAG
GAGGCAATGG
TTGGACGCCC
TGTTTGCAAT
AGATTACCCG
AC 842
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800

Pythium aphanidermatum HQ643439
IPythium aphanidermatum HQ643440
Pythium aphanidermatum HQ643438
Pythium aphanidermatum AY598622

CzD1
Pythium aphanidermatum AB335599

Pythium aphanidermatum isolate KC594034

Pythium aphanidermatum KF561235

Pythium aphanidermatum EU327397

Pythium aphanidermatum JQ898455
| Pythium aphanidermatum JF775593

| Pythium aphanidermatum JF775594

05

Sekil 4.18. Kizilgam fidan1 topraginda izole edilen P. aphanidermatum CzD1
izolatinin gen bankasinda yer alan diger izolatlar ile
karsilastirilmasinin Neighbor-Joining agaci gosterimi

4.5.2. Pythium intermedium de Bary, (1881)

Heterothallic bir tiirdiir. Havug agar ve PCA besi ortamlarinda rozet seklindeki
havai misellere sahiptir (Sekil 4.19). CA besi ortaminda giinliik gelisimi 13,5 mm

olarak Olcilmistir. Havu¢ agar besi ortaminda hifsel siskinlikler

bulunmaktadir. Su kiiltiiriinde bol miktarda, zincirler halinde, globse kiiresel hif
siskinligi ve bu hif siskinliklerinin ortalama ortalama biiytkligi 30 um olarak

Olgiilmusttr.
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Sekil 4.19. Solda P. intermedium’un CA besiyerindeki gelisimi. Sagda: Etmenin
karakteristik oogoniumu

ITS bolgesi dizisi

Adapazari-Hendek Orman Fidanligi kestane fidanlarinin topragindan izole
edilmis olan K1H1.9 no’lu izolat ITS boélgesinin dizilenmesi sonucunda 765 bp
biiyiikliiginde bir gen dizisi elde edilmistir. Bu gen dizisi genbankasinda
bulunan diziler ile karsilastirildiginda; HQ643579, AB512965, AB512964,
KC689902, DQ528742, HQ643573, DQ648148, KC602495 ve AJ083936
izolatlar1 ile %99 benzerlik gosterirken DQ083529 ile %98, AB512927 no’lu

izolat ile %97 benzerlik gostererek P. intermedium olarak tanilanmistur.

>K1H1.9

TTATTTGTTG
TGATACTGCT
GTTGCTTTGC
TGATTATACT
TCAGCAGTGG
CGATACGTAA
GCATATTGCA
GTAAATCAAC
CAGACGTGAA
ATACAGTTTG
CTGCGAGGTG
TTGGCGACTT
TTGGGCTTCG
CCTTGAGGTG
GTAGTGCGCG
GTTTGTGTGT

TGCGCTCTCT
GGCGGGTGCG
TCTCGGCTGA
GTGAGAACGA
ATGTCTAGGC
TGCGAATTGC
CTTCCGGGTT
CTTGCCTTTC
GTGTCTCGCT
CGAGTCCTTT
CTGTGCTCGA
CGGTGAATGC
GCTGGACAAT
TACTTTCTGC
GTGATCGTTA
GCTTG 765

GCGGTGTCGG
AGCCGGATGC
CTTATTTTTC
AAGTTCTTGC
TCGCACATCG
AGAATTCAGT
ATGCCTGGAA
TTCCTTCTGT
GTGGCTGGTT
TAAATGGACA
ACGCGGTGGT
ATTATGGAGT
GTTGCTTATT
TGTGTGCTTG
TTCCCGGGGA

TGGCGTCTGT
AGAGGCTGAA
AAACCCAATA
TTTTAACTAG
ATGAAGAACG
GAGTCATCGA
GTATGTCTGT
GTAGTCAGTG
TTTGGTCGTT
CGACTTTCTC
TTTCGGATCG
GGACCTCAAT
GTGTGTTTGT
AACTGGGATC
CATCTGTTGT
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TGGCTGTATT
CGAAGGTCGA
CCCAACTTAC
ATAACAACTT
CTGCGAACTG
AATTTTGAAC
ATCAGTGTCC
GAGGATGTGG
TCGGCTATGA
TTTTTTGTTT
CTCGCGGCTG
TCGCGGTATG
TCCGCGTTCG
TGCAATGTTA
TGCGCACGCT
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Pythium intermedium HQ643573
Pythium intermedium HQ643579
Pythium intermedium DQ648148
Pythium intermedium AJ233447

Pythium intermedium AB512964
Pythium intermedium AB512965
Pythium intermedium KC689902
Pythium intermedium DQ528742
Pythium intermedium KC602495

K1H1.9

_| Pythium intermedium AB512927.1
Pythium intermedium DQ083529

Sekil 4.20. Kestane fidan topragindan izole edilen P. intermedium K1H1.9
izolatinin gen bankasinda yer alan diger izolatlar ile
karsilastirilmasinin Neighbor-Joining agaci gosterimi

4.5.3. Pythium irregulare Buisman, (1927)

Homothallic olan bu tiriin, havu¢ agar ve patates dekstroz agar besi
ortamlarinda havai miseller, bolmesiz ve seffaf renklidir (Sekil 4.21). Su
kiltirinde olusan sporangia terminaldir. Antheridia genelde monoclinous olup,
nadiren diclinous veya hypogynous olabilir. Oogonia kiire seklinde, cogunlukla
intercalar ve nadiren iki tanesi zincir seklinde pespese olusabilir. Bu tiiriin en
tipik o6zelligi oogonia duvarinda birka¢ adet dikensi c¢ikinti olabilmesidir.

Oosporlar aplerotic, ince duvarhdir.

Sekil 4.21. P. irregulare’nin CA besiyerindeki gelisimi
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ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesi sonucunda elde edilen dizi 906 bp uzunlugundadir.

>UG2.7

GCGTGTTTGC
CAGACTGAAC
TTGCATTGAT
CGGCTGACCT
TGAGAACGAA
TGTCTAGGCT
GCGAATTGCA
TTCCGGGTTA
TTGCGTTTCT
GTGTCTCGCT
GAGTCCTTTT
TGTGCGTGAA
GGTGAATGCA
CTGGACAATG
ACTGGTGGCT
CACGTTGTCG
TGTACAGAAG
GATCCTGCGT
CTGAAC 906

TTACGCTTTG
GAAGGTCGTG
TTGCATGATG
ATTTTTTTCA
AGTTCTTGCT
CGCACATCGA
GAATTCAGTG
TGCCTGGAAG
TCCTTCCGTG
GTGGTTGGTG
AAATGGACAC
CGCGGTGGTT
TAATGGAGTG
TTGCTTATTG
GTGGGATTGA
TGGATGCATC
AGGAGTCTCA
GTATATCTCA

GTGTTTGCGA
TGTTGCTGTG
TTGGCGGAGC
AACCCCATAC
TTTAACTAGA
TGAAGAACGC
AGTCATCGAA
TATGTCTGTA
TAGTCGGTGG
TTTGTTGTTT
GACTTTCTCT
TTCGGATCGC
GACCTCGATT
TGTGTCTGTT
ACTGGTTACT
TGTGTTTTTG
ATTTGGGAAA
ATTGGACCTG

GTGCGCGTGC
TGCCTGCTGC
GGCGGGTGCT
CTAAATGACT
TAACAACTTT
TGCGAACTGC
ATTTTGAACG
TCAGTGTCCG
AGGAGAGTTG
GCAATGAATG
TTTTTGTATG
TCGCGGCTGT
CGCGGTATGT
CCGCGTTCGC
GTTGTTAGTA
CATACTTGTG
AGTTTTGTAT
ATATCAGACA

TGTCGGTGCG
ACTGCTGACT
GTTGCGTGCG
GATTATACTG
CAGCAGTGGA
GATACGTAAT
CATATTGCAC
TAAATCAAAC
CAGATGTGAA
CACAGCTTGC
TGCGCGGTGC
CGGCGACTTC
TGGGCTTCGG
CTTGAGGTGT
GTGTGTGTGG
TGTGTGCAAT
ACTCCGGGTT
AGACTACCCG

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900

Elde edilen dizi gen bankasindaki diger dizilerle karsilastirildiginda, Pythium
irregulare tiriine ait HQ643620, 643611, 643598, 643580, 643602, 643619,
%99 benzerlik

643638, 643658, 643659, 643667 no'lu

gostermektedir.

_‘

izolatlari

ile

Pythium irregulare HQ643611
Pythium irregulare HQ643659
Pythium irregulare HQ643667

| Pythium irregulare HQ643580

| Pythium irregulare HQ643620

Pythium irregulare HQ643619
Pirr2-ITS1.abl

Pythium irregulare AB107994

Pythium irregulare HQ643598

Pythium irregulare HQ643638
Pythium irregulare HQ643658

Sekil 4.22. Uludag goknar fidan topragindan izole edilen P. irregulare UGH2.7

izolatinin

gen

bankasinda

yer

alan

diger

karsilastirilmasinin Neighbor-Joining agaci1 gosterimi
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4.5.4. Pythium ultimum Trow, (1901)

oogonia’nin hemen dibinde olugsmaktadir.

Homothallic bir tiirdir. P. ultimum tirine ait 5 izolatin CA’ da 20 °C’ de, 24
saatlik gelisme hiz1 13 mm olarak belirlenmistir. Hifler seffaf, dallanmis ve
bolmesizdir (Sekil 4.23). Miseller havai olarak gelismistir. Sporangiumlara
rastlanmamistir. Ancak literatiir bilgisine gore sporangia kiiresel, terminal veya
intercalardir. Kiiresel ve terminal yapidaki oogonia, 12-25pm (ort. 22.1 pm)

olarak olgilmistir. Antheridia kivrilmis ve genellikle monoclinious olup,

Sekil 4.23. P. ultimum’un CA besiyerindeki gelisimi.

ITS bolgesi dizisi

>DM3T1.6

GATCATTACC
AGCGCTGTGA
CAGCAGGACG
GATGAACTTT
GGACGAAAGT
TAGGCTCGCA
ATTGCAGAAT
GGGTTATGCC
CTTTCTTTTT
CGCATGGTTG
ATGGACACGG
AGTGATTTTC
GGAGACTAGC
GTAATTGTGT
GGTTTGAACC
GACGCTGCAT
TTGTCAATTG

oldugu tanilanmistir.

ACACTTTAAA
CTGAGCTGGT
AAGGTTGGTC
TGTTTTTAAA
CCTTGCTTTT
CATCGATGAA
TCAGTGAGTC
TGGAAGTATG
CTGTGTAGTC
CGTTCGTTTT
TCTTTTCTAT
GGATTGCTGG
TCAATTCGTG
GTGGTCTTTG
GTAAGTGATT
TTAGTTGCGT
CAAGATTGTG

AAACTGTCCA
GTTTTCATTT
TGTTGTAATG
CCCTTACCTA
ACTAGATAAC
GAACGCTGCG
ATCGAAATTT
TCTGTATCAG
AGGGATGGAA
TTCGATCGAG
GGTTTCTATG
CGGCTTTTGG
GTATGTTAGG
TTTGTGCCTT
GTTTAGTAGA
AGAGAGATTG
TATGG-ATCT

CGTGAACTGT
TTGGACACTG
CAAGTTATGA
AATACTGATT
AACTTTCAGC
AACTGCGATA
TGAACGCATA
TGTCCGTAAA
TGTGCAGATG
AATCTGTCGA
AAGTGTAATG
CGACTTCGGT
CTTCGGCTCG
GAGGTGTACT
GCATTTTCAC
ATTTGGGAAA
CAATGGACC

69

AAGCAAGTCT
GAACGGGAGT
TGGACTAGCT
TATACTGTGG
AGTGGATGTC
CGTAATGCGA
TTGCACTTTC
TCAAACTTGC
TGAAGTGTCT
GTCCTTTTAA
GTTGGAAGGC
ATGAACGTAT
ACAATGTTGC
AGAGGTTGTC
GATGTATGGA
TTTTGTATCA
839

Dizileme sonucunda 839 bp uzunlugunda dizi elde edilmistir. Bu izolat gen

bankasinda yer alan diger izolatlarla karsilastirildiginda %100 Pythium ultimum
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izolata ait dizi KF761217, KF761215, KF761214, JN695787, GU478314,
AY598657, AB355596, EU253555, D86515 izolatlar1 ile %100 benzerlik
gosterirken EU162760 no’lu izolat ile %99 benzerlik gostermistir (Sekil 4.24).

Pythium ultimum D86515
Pythium ultimum var. ultimum KF761214
Pythium ultimum var. ultimum KF761215

Pythium ultimum var. ultimum KF761217

Pythium ultimum var. ultimum EU162760

Pythium ultimum var. ultimum EU253555
Pythium ultimum AB355596

Pythium ultimum GU478314

Pythium ultimum var. ultimum AY598657

_| Pythium ultimum JN695787
DM3T1.6

05

Sekil 4.24. Dogu mazisi fidani topragindan izole edilen P. ultimum DM3T1.6
izolatinin gen bankasinda yer alan diger izolatlar ile
karsilastirilmasinin Neighbor-Joining agaci gosterimi

4.5.5. Phytopythium vexans

Havug¢ agar besi ortaminda rozet seklinde misel olusumu goézlenmistir (Sekil
4.25a). Ayrica miseller bolmesizdir. Su kiltiirinde meydana getirdigi
sporangialarin ortalama boyutu, 25 um olarak ol¢iilmistir (Sekil 4.25b).
Oogonia kiiresel, diiz duvarli, terminal, bazen intercalar veya lateral intercalar
olarak olusmaktadir. Antheridia ¢an seklinde veya dizensiz sekilli,
monoclinous, bazen diclinous olarak olusur. Oosporlar kiiresel, aplerotic, kalin

duvarlhdir.
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Sekil 4.25. P. vexans'in CA besiyerindeki gelisimi (a). Etmenin i¢i bosalmis
sporangiumu (b). Vesicle olusumu (c)

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilemesine gore 717 bp uzunlugunda elde edilen dizi gen
bankasindaki tirler ile karsilastirildiginda %99 oraninda Phytopythium vexans
ile eslestigi tespit edilmistir. Align sonuglarina gore, HQ643400, HQ 643401,
AB690610, AB690626, AB690630, AB690627 ve HQ853459 nolu izolatlar ile
homoloji gostermistir (Sekil 4.26).

>MT3.1

Phytopythium sp.AB690626
Phytopythium sp. AB690630

~ Phytopythium sp. AB690627(2)

r Phytopythium sp. AB690610
L Phytopythium sp.HQ643401
Phytopythium sp. HQ643400
Phytopythium sp. HQ853459
MT3.1

—
50

Sekil 4.26. Maz1 fidani topragindan izole edilen P. vexans MT3.1 izolatinin gen
bankasinda yer alan diger izolatlar ile karsilagstirilmasinin Neighbor-
Joining agaci gosterimi
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4.5.6. Phytophthora cactorum (Lebert and Cohn) J. Schroét., (1886)

Homothallic bir tiirdiir. Havug¢ agar besi ortaminda gelisimi rozet seklinde ve
besi ortamina gomiilii miseller goriilmektedir. Papillali sporangiumlar caducous
ve kisa pedicellidir. Sporangiumlar1 diizenli ve birbirine yakin sympodial
dallanirlar. Sporangiumlar tek c¢ikis deligine sahiptir. Sporangium sekli
genellikle ovoid, bazen kiiremsi, yaklasik 41 x 30 pm boyutlarindadir (Sekil
4.27c). Oogonium duvar plriizsiiz, seffaf ve yaklasik 29 pm c¢apindadir.
Antheridium paragynous, kiiremsi ve 9-13 pm ¢apindadir. Plerotic ve aplerotic

oospor yapisi1 gorulir.

Sekil 4.27. P. cactorum’un CA besiyerindeki gelisimi (a). Etmenin karakteristik
oogonia ve antheridum yapisi (b). Sporangia olusumu (c)

ITS bolgesi dizisi

ITS bolgesi dizilenmesi sonucunda 1167 bp uzunlugunda dizi elde edilmis ve bu
dizi NCBI ve Phytophthora database veri tabaninda diger dizilerle
karsilastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda morfolojik olarak teshisi yapilan
DT2.7 izolati gen bankasindaki diger P. cactorum izolatlarn ile %99 homoloji

gostermis ve tlrin P. cactorum oldugu tanilanmistir (Sekil 4.28).
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>DT2.7

GCGGCTGCTG
GGCGAGCGTT
TTCCTTAATA
GATAGCAACT
GCTGCGAACT
AAATTTTGAA
TATCAGTGTC
GGAGGAGATG
GCGAGTCCTT
TGGCGTTGCT
TGTCTGCTGC
TTCGGCTGAA
GACCGGTGAA
TGCGAAGTAG
ATGTGTGTGT
ATTACCCGCT
AAAATTTTTT
TTTGGTGGCG
AACCCCATAA
TTTTTTAAAC
AGTCTTTCTT
CTCAATCCAT
GGGAATTCGT
TTAATCCCGG

GCTTTATTGT
TGGGCTTCGG
CTGATTATAC
TTCAGCAGTG
GCGATACGTA
CGCATATTGC
CGTACATCAA
CCAGATGTGA
TTAAATGTAC
GGTTGTGGAG
GGCGTTAATG
CAATGCGCTT
CCATAGCTCA
AGTGGCGGCT
ACTTCGGTAT
GACTTACTAC
CCGGGGACCG
CCCcccGGCe
GGGCAAGGGT
CATTCCTTAA
TTTAAATAAA
TAAAAAAACC
TGGAGTTCCC

TGGCGGCTGC
CCTGAGCTAG
TGTGGGGACG
GATGTCTAGG
ATGCGAATTG
ACTTCCGGGT
ACTTGGCTTT
AGTGTCTTGC
TGAACTGTAC
GCTGCTATTG
GAAGAGTGTT
ATTGGATGTT
GTTGCTTGGC
TCGGCTGTCG
GCATCTCAAT
TATAAAAGGG
TTTTCAAACC
TTTTTTTGTG
TTGGGGCTTC
ATACGGAATA
AATGCCCTTT
TCCCAATGGC
AAATTTTTTA

GGGAAAT 1167

TGCTGGGTGA
TAGCTTTTCT
AAAGTCCTTG
CTCGCACATC
CAGGATTCAG
TAGTCCTGGG
CTTCCTTCCG
GGCTGGTTTT
TTCTCTTTGC
TAGCAAGTTG
CGATTCGCGG
TTTTCTGCTG
TTTTGAATCG
AGGGTCGATC
TGGACCTGAT
GGGGAAAAAA
AAAATATTTG
TTTGGCCGCC
GCCTGAACCT
ATCCGGTGGG
TCCAGTGGGA
AAACCTTAAT
AACCAAATTG

GCCCTATCAT
TTTAAACCCA
CTTTTAACTA
GATGAAGAAC
TGAGTCATCG
AGTATGCCTG
TGTAGTCGGT
CGGACCGACT
TCGAAAAGCG
GCGACCGGTT
TATGGTTAGC
TGGCGTGATG
GCTTTGCTGT
CATTTGGGAA
ATCAGGCAAG
AAACCCCCAA
GGGGGTTTTT
CGCTGGGGGG
AATAGCTTTT
GGGAACAAAA
AGTTTTAGGC
GGCAAATTGC
GCTTTCCGGT
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Phytophthora cactorum isolate EU240045
| Phytophthora cactorum EU240061
| Phytophthora cactorum AY848935
Phytophthora cactorum AY552099
Phytophthora cactorum GU111587
Phytophthora cactorum EU662221
Phytophthora cactorum AB305066
| Phytophthora cactorum AJ854288
| Phytophthora cactorum AJ854289
DT2.7

Phytophthora cactorum EU562208
Phytophthora cactorum AY995378
Phytophthora cactorum EU877752

Sekil 4.28. Defne fidan topragindan izole edilen P. cactorum DT2.7 izolatinin
gen bankasinda yer alan diger izolatlar ile karsilagtirilmasinin
Neighbor-Joining agaci gosterimi
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Cox I gen dizisi
>8R-DT2.7

ATTTTGACAC
AAAATAAAAT
AATGGAAATG
CCTGAATTTG
AATAAAACCT
CCCATAAAGT
ATAATCATAG
AACAGTAAAC
ATAACATTGC
AAAGCTGCAG
ATAAACTTCT
GATCACCCCC
GTTAATAACA
AAGAAATGCA
AACTTAATCC
GCACCTAATA
ATCTACTGAA
CTGTCCAACC
AATAATAAAG
AAATGCCATA
AACCACCAAT
TGTGCTGTAA
ATTACCCGGT

TAAACTTCAG
CCAGTAAATA
TCCAACAATA
ACATAACTAC
AAAACAAATA
TGCTAACCAA
TAGCAGCTGA
ATATGATGTG
ATAAACCATT
AAACTTGACT
GGGTGACCAA
TCCAGATGGA
TAGTAATGGC
GTAATTAATA
AGGAGCTCTC
AAGAAGAAAT
GGTCCTGAGT
AGTACCTGCA
CTGGAGGTAA
TCAGGAGCAC
TAAAGCAGGC
CAACAACATT
TGGGCTAATT

GGAATCTACG
TACCAAATAC
TAATAAGTAT
ACCAGTTACT
ATAATGGTGT
CTAAATATTT
AAAATAAGCT
CCCATACAAT
CCTAAATAAC
AATAATACCA
AAAACCAAAA
TCATAAAAAG
TCCAGCTAAT
TAGACCATAC
ATATTGTATA
ACCTGTTAAA
GCGCTTGTAC
CCTGATTCAA
TAACCAAAAA
CAATCATTAA
ATAACTAAAA
ATATAATTGA
CCATTCTAAT

ACCAGAAATT
AGCACCCATA
CATGTATTGC
CCACCCATAA
TTCAAATTTT
TAATACCTGT
CTTGTATCTA
TGAACCTAAT
CAAATACATT
AAAGCTGGTA
TAAATGTTGA
AAGTATTTAA
ACAGGTAAAG
AAATAAAGGT
TAGTTGAAAT
TGTAAACTAA
ACTAGATAAT
CAATAGCTGA
CTTATATTAT
AGGAACAAAC
AAAACACCAT
TGATTTCCCA
TAAAAAAATA

TTTCCATCCA
GATAATACAT
AATATCTAAA
CGAATAATAA
AAAGAACCAC
AGGTACAGCA
CATCTAAACC
AAACCTATAG
TTTTTTAGCA
AAATTAAAAC
TATAATACTG
ATTTCTATCA
TTAATAATAA
AATCTATGGA
AAAATTAATA
AAATAGCTAA
GGTGGATAAA
TGAAACTAAT
TCATACGAGG
CAGTTACCAA
AATAAAAGCA
TGAAAATTTG
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ATGTTGA 1147

4.5.7. Phytophthora citricola Sawada, (1927)

Homothallic bir tiir olan P. citricola’nin havug¢ agar besi ortamindaki gelisim
rozet seklindedir. Havug agar besi ortaminda, bazen hif siskinlikleri gortilebilir.
Su kiiltiiriinde goriilen sporangium basit sympodial dallarda olusmustur. Yarim
papillal, noncadocous sporangia genellikle ovoid ve obiliform sekillidir.
Sporangium boyutlann ise, 34 ile 78 pm uzunlugunda ve 26-49 pm
genisligindedir. Oogoniumlar kiiresel, piirtizsiz duvarli ve yaklasik 30 pm
capindadir. Antheridium paragynous olup belirgindir ve yaklasik 13 pm ¢apinda

olarak dlciilmustiir (Sekil 4.29 b, c).

Sekil 4.29. P. citricola’nin CA besiyerindeki gelisimi (a). Etmene ait sporangia
olusumu (b ve c)
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ITS dizilemesi

ITS1-5.8S-ITS2 gen bolgesinin dizilenmesi sonucunda, 1139 bp uzunlugunda bir
dizi elde edilmistir. Elde edilen ITS DNA dizileri hem NCBI GenBankasinda hem
de Phytophthora database’ de blastlanarak izolatlarin GenBank’ta yer alan diger
Phytophthora tiirleri ile yiizde benzerlik oranlar1 belirlenmistir. Morfolojik
olarak P. citricola olarak tanimlanan izolatin dizisinin gen bankasindaki
izolatlarla karsilastirilmasi sonucu %99 oraninda P. citricola’ya benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.30). Bu izolatin ayrica Cox I gen bolgesi de
cogaltilmis ve P. citricola oldugu kesinlestirilmigtir.

>SH1.1

TGGCGGCTGC
CCTGAGCTAG
TGTGGGGACG
GATGTCTAGG
ATGCGAATTG
ACTTCCGGGT
ACTTGGCTTT
AGTGTCTTGC
TGAACTGTAC
GCTGCTATTG
GAAGAGTGTT
ATTGGATGTT
GTTGCTTGGC
TCGGCTGTCG
GCATCTCAAT
TTCCCTAAAA
CCGTTTCAAA
GCTTTTATTG
TTTGGGGCTT
ACTGAATTAT
CACTTTCCCA
GCCATACTTA
ACCCAATTGC

TGCTGGGTGA
TAGCTTTTCT
AAAGTCCTTG
CTCGCACATC
CAGGATTCAG
TAGTCCTGGG
CTTCCTTCCG
GGCTGGTTTT
TTCTCTTTGC
TAGCAAGTTG
CGATTCGCGG
TTTTCTGCTG
TTTTGAATCG
AGGGTCGATC
TGGACCTGAT
AGGGGGAAAA
CCAAATAGTT
GTTTGGCCGC
CGCCTGAGCT
ACTGTTGGGG
GTGGGATGTC
ATGGCAATTG
ATTCCGGTTA

GCCCTATCAT
TTTAAACCCA
CTTTTAACTA
GATGAAGAAC
TGAGTCATCG
AGTATGCCTG
TGTAGTCGGT
CGGACCGACT
TCGAAAAGCG
GCGACCGGTT
TATGGTTAGC
TGGCGTGATG
GCTTTGCTGT
CATTTGGGAA
ATCAGGCAAG
AACNCCCACC
TGGGGGTCTT
GCCGCTGGGG
AGTAGCTTTT
GACGAAAGGT
TAGGCCCCAT
CAGGAATTCT
AACCCGGGGA

GGCGAGCGTT
TTCCTTAATA
GATAGCAACT
GCTGCGAACT
AAATTTTGAA
TATCAGTGTC
GGAGGAGATG
GCGAGTCCTT
TGGCGTTGCT
TGTCTGCTGC
TTCGGCTGAA
GACCGGTGAA
TGCGAAGTAG
ATGTGTGTGT
ATTACCCGCT
TAAAAAACTT
GTCTGGGTGG
TGAACCTATC
CTTTTAAACC
CTTGCTTTTT
CGATTAAGAA
TGGAGTCCCC
AATTAGCCG

TGGGCTTCGG
CTGATTATAC
TTCAGCAGTG
GCGATACGTA
CGCATATTGC
CGTACATCAA
CCAGATGTGA
TTAAATGTAC
GGTTGTGGAG
GGCGTTAATG
CAATGCGCTT
CCATAGCTCA
AGTGGCGGCT
ACTTCGGTAT
GAACTTAGCA
TCCACGTGAA
CGGCCGCCGG
AGGGCGAGGT
ATTCCTTAAT
ACTAGAATTG
AGCTCCAAAT
AAATTTTTGA
1139
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Phytophthora citricola AM235209
Phytophthora citricola KC122237
Phytophthora citricola AY525787
Phytophthora citricola FJ217388
| Phytophthora citricola FJ392319
| Phytophthora citricola FJ392318
Phytophthora citricola L41375
Phytophthora citricola AY670705
Phytophthora citricola EF490382
SH1.1

_|

Phytophthora citricola EF423556
| Phytophthora citricola EF194773
| Phytophthora citricola EF194772

—
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Sekil 4.30. Sedir fidan1 topragindan izole edilen P. citricola SH1.1 izolatinin gen
bankasinda yer alan diger izolatlar ile karsilastirilmasinin Neighbor-
Joining agaci gosterimi
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4.5.8. Phytophthora megasperma Drechsler, (1931)

Homothallic bir tiir olan P. megasperma havug¢ agar besi ortaminda havai ve
miseller olusturur. Sporangia ¢cogunlukla ovoid bazen obiformdur. Ovoid sekilli
sporangiumlar 36 x 28 pum olarak Ol¢ilmistiir. Sporangia papillasiz ve
noncaducous oOzelliktedir. Oogonialar: kiiresel ve yaklasik 38,0 um ¢apindadir.
Antheridium c¢ogunlukla paragynoustur ve ortalama 11,5 x 10,0 pm
ebatlarindadir. Ayirt edici 6zellikleri, plerotic oosporlarin kalin duvarli olusu ve

CMA besin ortaminda kti¢iik hif sigkinliklerinin varhigidir.

Sekil 4.31. Solda P. megasperma’nin CA besiyerindeki gelisimi.

ITS bolgesi dizisi

ITS1-5.8S-ITS2 gen bdélgesinin dizilenmesi sonucunda 793 bp uzunlugundaki
dizi NCBI gen bankasi1 ve Phytophthora database’e blastlandiginda s6z konusu

izolatinin %99 benzerlik orani ile P. megasperma oldugu tespit edilmistir (Sekil

4.32).
>KH1.1

GGGGCTTGCT
CTGCTGGGCG
AGTAGCTATC
ACGAAAGTCT
AGGCTCGCAC
TTGCAGGATT
GGTTAGTCCT
TTTCTTCCTT
TGCTAGCGGT
TGTACTCTCT
CCCGTGTGGC
TGTTCGATTC
TGCTTTTCCT
CTTGGCTTTT
TGTCGAGGGG
TGCGCGCCTC

CGGCGGCGTG
GGCTCTATCA

TGTGCTGGCC
GGGGCGAGCG

AATTTTAAAC
CTGCTTTTAA
ATCGATGAAG
CAGTGAGTCA
GGGAGTATGC
CCGTGTAGTC
CTTTCGAGTC
CTTTGCGCGA
CAGTCGGCGA
GCGGTATGGT
GTCATGGTGG
GAACCGGCTT
TCGATCCATT
TCAGTTGGAT

CCTTTCTTAA
CTAGATAGCA
AACGCTGCGA
TCGAAATTTT
CTGTATCAGT
GGTGGAGGAT
TGCCGGTGAG
AAAGCGTGGC
CCGGTTTGTT
TGGCTTCGGC
TATGAACTGG
TGCTTTGCGA
TTGGGAAAAT
TTTAATCATG

76

TGTAATGGGT
TTTGGGCTTC
ATACTGAACA
ACTTTCAGCA
ACTGCGATAC
GAACGCATAT
GTCCGTACAT
ATGCCAGACG
TCCTTTTAAA
GTTGCTGGTT
AGCTGTGGCG
TGAACAATCT
TGAACCGTAT
AGTAATGTGG
TTGTGTGTGC
GGAATAACCT

CGGCGTGCTG
GGCTCGAGCT
TACTGTGGGG
GTGGATGTCT
GTAATGCGAA
TGCACTTCCG
CAACCTTGGT
TGAAGTGTCT
TGTACTGAAC
GTGGAGGCTG
TTTGGAGGAG
GCTTATTGGG
CTGTATGGTG
CGGCTTCCGC
GGCTTCGTGC
CTC 793
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| Phytophthora megasperma EU000085

| Phytophthora megasperma EU000150
Phytophthora megasperma EU000086

Phytophthora megaspermaEU000161

Phytophthora megasperma EU000115

| Phytophthora megasperma EF213600
| Phytophthora megasperma EU000115

Phytophthora megasperma EF213594
KH1.1

|

| Phytophthora megasperma EF213604

| Phytophthora megasperma EF213612

_| Phytophthora megasperma EF027353

Phytophthora megasperma EU000116

20

Sekil 4.32. P. megasperma izolatinin NCBI genbankasindaki bir grup izolat ile
gosterdigi benzerligin Neighbor-Joining agaci gosterimi

4.5.9. Phytophthora syringae (Kleb.) Kleb., (1909)

Homothallic bir tirdir. Havug¢ agar besi ortaminda rozet seklinde gelisim
gostermistir (Sekil 4.33a). 20 °C’'de 1 hafta gelisiminde koloni ¢ap1 ortalama 7
cm’dir. Sporangialar semipapillate, ovoid ve ortalama boyu 59 pm (58- 70 um),
Oogonia cap1 ise, 38 um (30 -47 um) olarak ol¢iilmistir. Su kiltiriinde
paragynous antheridialar goriilmektedir (Sekil 4.33b).

Sekil 4.33. P. syringae’nin CA besiyerindeki gelisimi (a). Etmenin karakteristik
sporangium gorunimi (b).
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ITS bolgesi dizisi

Adapazari-Hendek orman fidanhigindan alinan sedir fidani topragindan izole
edilen Cl3.3a izolatinin ITS1-5.8S-ITS2 gen bdlgesinin dizilenmesi sonucunda,
883 bp’lik bir dizi elde edilmis olup bu dizi NBCI gen bankasi ve Phytophthora
database programinda blastlandiginda %99 benzerlik oranmi ile P. syringae
olarak tanilanmstir.

>CIH3.3a

ttgttttcet tgtgggtttg gecggtgtcct cgttttaagg aagcggggg 50
ggcggccatc aggggtcttt ttggtgtttt ttettttttt tttttttatt 100
tggaggcggg tggggccgtt ttccctcect tttcctgaat taaaaaagaa 150
acataacgt gggggaggaa gtctaaggtt tttactatat aacaaatatc 200
aacaatcgg cgtcgagggt cgcaaatcga agaagaacga tgaaaactgc 250
ga aaagtaa tgcgaaatgc cagattcagg gtgttattgg aattttaaaa 300
gcttaatgca ccttccggtt tcgectggaa ctacgtggat attcgtgtte 350
ata ccctaa actcgccttt tccgecttgt gttgttggtg gtgggaatgg 400
ggag aagtg aggttttgtt ttttttttgc ttgaatttgg tgggccgggg 450
ccagt ccca ttaaacttgg aagtggtttc ttttttctgt tttctgtgtt 500
ggcggt ggc ggcgggtggg gettttttgt tttttgtegt gtttggagac 550
ctttggc tt ctgccttteg gggtgtgggg ggttggcggt atgtttggtt 600
ttgggtttca ccattcagaa taatgggttt ggtttgtggc gegtggecggg 650
agggggtaac cgggatgttc ttggttgttt gtgttagttt tgecgttcgag 700
tttggtggtg gtggggggtg gtgcggtggg gggcggtcac caattgccaa 750
ttgtgggg t ttttgttttt tgttgttgtt gttgttgttg ttgttgcgat 800
tcgtggcaa acacaaacac acaaacaaaa aagctgggca tctcaattgg 850
acctgatatc agacctgtc gccccgectc tta 883

| Phytophthora syringae AJ854297
| Phytophthora syringae AJ854298
Phytophthora syringae isolate AY870032
| Phytophthora syringae KF430614
L _ci33
Phytophthora syringae FJ766021
| Phytophthora syringae AY 626893
| Phytophthora syringae AY 626894

Sekil 4.34. CLH3.3a izolatinin gen bankasinda yer alan diger izolatlar ile
karsilastirilmasinin Neighbor-Joining agaci gosterimi

4.6. Elde Edilen izolatlarin Patojenisiteleri

4.6.1. Fungal etmenlerin patojenisiteleri

Patojenisite testi sonug¢larina bakildiginda, kok ve kok bogazindan izole edilen

funguslarin izole edildikleri konukc¢ularinda gelisebildikleri tespit edilmistir.
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Ayrica, bu fungal izolatlarin, konuk¢u bitkilerin kabuklari altinda renk

degisimlerine yol actig1 belirlenmistir.

Cizelge 4.5. Funguslarin konukc¢ularinda meydana getirdikleri lezyon uzunlugu

degerleri
Patojen Konukgular Lezyon uzunlugu (mm)*
Sedir 15,0a
Karacam 13,0ab
Fusarium solani Mazi 180a
Uludag goknari 14,0ab
Sapli mese 10,0b
Ortalama 15,0
Defne 20,0a
Simsir 14,0b
Fusarium oxysporum Kizilgam 11,0c
Sapli mese 16,0ab
Boylu ardi¢ 12,5bc
Ortalama 15,25
Toros goknari 12,0bc
Sedir 18,0a
Mazi 11,0bc
F. moniliforme Kizilgam 12,5b
Uludag goknari 10,5¢
Defne 14,0b
Kestane 12,0b
Ortalama 13,4
Karagam 18,0ab
Kizilgam 19,0ab
Cylindrocarpon destructans Sedir 13,0b
Boylu ardi¢ 22,0a
Ortalama 18,0
Kestane 12,0ab
. Sapli mese 10,0bc
R.solani Kizilcam 90c
Karacam 11,5b
Uludag goknari 14,0a
Simsir 12,5ab
Ortalama 11,25
Kizilcam 16,0a
Toros goknari 12,0ab
V. dahliae Sapli mese 11,0b
Kestane 8,5¢
Simsir 10,5bc
Ortalama 13,0
Mazi 9,0b
P. clavispora Kestane 11,5a
Ortalama 9,0

*[zolatlar Duncan testi sonuclarina gére lezyon uzunlugu birbirinden anlamh olarak farkhdir
(p=< 0,05).
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Cizelge 4.5’e bakildiginda, F. solani izolatlarina en hassas olan konukgu tiiriin
mazl oldugu bunu da sedirin takip ettigi goriulmektedir. F. oxysporum
izolatlarinin tiimii defne fidaninda iyi bir gelisim gostermis ve en fazla lezyon

boyunu bu tiirde meydana getirmistir.
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Sekil 4.35. Fungal tiirlere ait izolatlarin konukc¢ularinda meydana getirdikleri lezyon uzunluklar: (mm) (y ekseni= lezyon uzunlugu)




4.6.2. Pythiaceous tiirlerinin patojenisiteleri

4.6.2.1. Siirgiinlerdeki patojenisitileri

inkubasyon siiresinin sonunda, tiim konukgu bitkilerde alinan sonuglar bir
biitlin olarak degerlendirildiginde, inokulasyon denemesinin bagaril bir sekilde
gerceklestirildigi gortilmektedir. Kontrol uygulamalarda herhangi bir belirtiye
rastlanmazken, diger stirgiinlerin tiimiiniin Pythiaceous tiirler ile %100 enfekte
oldugu tespit edilmistir. Siirgiinlere yapilan inokulasyon denemesi sonucuna
gore, 9 farkli konuk¢u bitkide denemeye alinan 29 izolatin olusturdugu
lezyonlarin biiyukliikleri arasinda 6nemli derecede fark bulunmustur (Cizelge

4.6).
Deneme sonuclarina gore, konuk¢u bitkilerde denemeye alinan Pyhtiaceous

tirlerinin siirgiinlerde olusturdugu lezyonlarin uzunluklarn arasinda 6nemli

derecede fark bulunmustur (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Patojenlerin siirgiinlere yapilan inokulasyon denemelerinde izole
edildikleri konukgularda meydana getirdikleri lezyon uzunluklar:

Tiir Konukc¢u izolat no Lezyon boy (mm)
Dogu Mazisi DM1T1.8 12,2 a
. Karacam kE1.7 11,4 a
P. aphanidermatum Dogu(;(;marl ng.S 11,0 ab
Kizilgam CzD1.9 8,2 b
Ortalama 10,7
, . A3E2.5 23,4 a
P. intermedium Boylu ardig AD3.4 19.2 b
Mazi MT1.4 14,0 b
Ortalama 18,8
Kestane KH1.9 20,4
P. irregulare Uludag goknari UGH3.5 10,5 b
Ortalama 15,4
Boylu ardig AD3.8 15,6 a
Mazi MT1.6 11,6 ab
P ultimum Dogu mazisi DM3T1.6 9,8 b
Uludag goknari UGH2.7 12,0 ab
UGH1.6 9,8 b
Karacam CkD1.5 10,2 ab
Ortalama 11,5
P. cactorum DTL.7 19,2 a
Defne DT2.7 14,8 b
DT1.8 13,6 b
Ortalama 15,8
P citricola Defne DT2.8 19,8 a
Simsir SM2.8 14,0 b
SH1.2 13,0 b
Ortalama 15,6
P. megasperma Kestane K1H1.6 25,4 a
KH1.1 25,0 a
Ortalama 25,2
CIH3.3a 19,6 a
P. syringae Toros sediri 8;[43? 12:2 la)
ClH2.7 13,2 b
Ortalama 15,8
P. vexans Mazi MT3.1 19,8 a
Dogu ¢inari CD2.8 12,0 a
Ortalama 15,9

*Patojenlere ait izolatlarin farkli konukc¢ularda meydana getirdikleri ve ayni harfle gosterilen
lezyon uzunluklar: arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore istatistiksel olarak farklilik
yoktur (p<0,05).

Pythiaceous tirleri ile fidanlara yapilan inokulasyonlarda, Phytophthora

tiirlerinin Pythium tiirlerine kiyasla daha agresif oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.6’a bakildiginda Phytophthora tirlerinden inokule edildikleri
konukcularda en fazla lezyon meydana getiren tiiriin P. megasperma (25,2 mm)
oldugu goriilmektedir. Bu tiird, olusturduklari lezyon uzunluguna gore; P.
syringae (15,8 mm), P. cactorum (15,8 mm) ve P. citricola (15,6 mm)
izlemektedir. Patojenisite testi sonuclarina gore, Phytophthora enfeksiyonuna

karsi1 en hassas olan tiir Toros sediridir.

Pythium turlerine ait izolatlara bakildiginda, test edildikleri konuk¢ularda en
fazla lezyon uzunluguna P. intermedium (ort. 18,8 mm) sahiptir. Bu tiri, 15,4
mm ‘lik lezyon uzunlugu ile P. irregulare, 11,5 mm’lik lezyon uzunlugu ile P.
ultimum ve son olarak da 10,7 mm lezyon uzunlugu ile P. aphanidermatum takip
etmektedir. Sonuclara gore, Pythium tirlerine en duyarh tiriin boylu ardig

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.36. Pythiaceous tiirler ile stirglinlere yapilan inokulasyon sonucunda elde edilen lezyon degerlerinin grafikte gosterimi (y ekseni=
lezyon uzunlugu, mm)




Sekil 4.37. Defne siirgiintine P. cactorum inokulasyonunun ardindan olusan
lezyon

U¢ adet P. cactorum izolatinin defne siirgiinlerine yapilan inokulasyon
sonucunda, inokulasyon noktasinda kabugu kaldirmadan da goriilebilen renk

degisimleri tespit edilmistir.

Sekil 4.38. Kestane siirgiinlerinde meydana gelen lezyonlar
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4.6.2.2. Fidanlardaki patojenisiteleri

Pythiaceous tiirleri ile fidanlara yapilan inokulasyonlar sonucunda, Pythiaceous
tiirlerine ait izolatlar, inokule edildikleri konuk¢u fidanlarda lezyon meydana

getirmislerdir.

Pythium tirleri ile inokule edilen konuk¢ularda meydana gelen ortalama lezyon
uzunlugu 15,5 mm olarak olciiliirken, bu degerler Phytophthora tiirleri ile

inokule edilen fidanlarda 19,6 mm olarak kayit edilmistir (Cizelge 4.7).

Pythium tirlerinden P. intermedium, Phytophthora tiirlerinden ise P. syringae

inokule edildikleri konukgularinda en fazla lezyon uzunlugu olusturmuslardir.

Sekil 4.39. Pythiaceous tiirlere ait izolatlarla yapilan patojenisite denemesi
sonunda bazi konukgu tiirlere ait fidanlardan gériiniim. Toros sediri
fidanlarinda meydana gelen belirtiler (a), Maz fidanlarinda
meydana gelen belirtiler (b), defne fidanlarinda goériilen lezyonlar
(c), karagam fidanlarinda meydana gelen lezyonlar (d)

Cizelge 4.7’e bakildiginda, Toros sediri fidanlarina inokule edilen P. syringae
izolatlar1 diger Phytophthora tirlerine kiyasla konuk¢usunda daha fazla lezyon
(20,8 mm) meydana getirdigi goriilmektedir. P. citricola ile inokule edilen
simsirde meydana gelen ortalama lezyon uzunlugu 16,3 mm olarak o6lgtlirken,

bu deger defnede 29,4 mm olarak kayit edilmistir (Sekil 4.38).
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Cizelge 4.7. Patojenlerin inokulasyon denemesinde izole edildikleri
konukgularda meydana getirdikleri lezyon uzunluklari

Tiir Konukcu izolat no Lezyon uzunlugu (mm)
Dogu cinari CD1.5 14,0 a
. Dogu Mazisi DM1T1.8 10,4 ab
P aphanidermatum Karacam CKE1.7 10,2 ab
Kizilgam CzD1.9 7,6 b
Ortalama 10,5
) . A3E2.5 35,4 a
P. intermedium Boylu ardig AD3.4 35.0 a
Mazi MT1.4 22,2 b
Ortalama 30,8
Kestane KH1.9 10,2 a
P. irregulare Uludag goknari UGH3.5 9,6 a
Ortalama 9,9
Boylu ardi¢ AD3.8 20,6 a
Mazi MT1.6 13,0 b
P ultimum Dogu mazisi DM3T1.6 12,6 bc
Uludag goknari UGH2.7 11,0 be
UGH1.6 10,8 C
Karacam CkD1.5 10,2 C
Ortalama 13,0
DT1.7 20,8 a
P. cactorum Defne DT2.7 20,2 a
DT1.8 19,6 a
Ortalama 20,2
L Defne DT2.8 29,4 a
P. citricola o SM2.8 18,2 ab
HImsir SH1.2 14,4 b
Ortalama 20,7
P. megasperma Kestane KH1.1 10,0 a
K1H1.6 10,0 a
Ortalama 10,0
CIH3.3b 26,0 a
P. syringae . ClH2.7 21,8 a
Toros sediri CIT4.4 216 a
CIH3.3a 13,8 b
Ortalama 20,8
P. vexans Dogu ¢inari CD2.8 22,8 a
Mazi MT3.1 22,2 a
Ortalama 22,5

*Cizelgede her bir patojen icin ayni harfle gésterilen lezyon uzunluk ortalamalari Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore istatistiksel olarak farkl degildir (p<0,05).
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Pythium turleri ile inokule edilen konukgularda olusturulan lezyonlarin 6lgiim
degerlerine bakildiginda, P. intermedium ‘un en yiiksek (30,8 mm) ve P.
irregulare izolatlarinin ise en disiik viriilense (9,9 mm) sahip oldugu Cizelge

4.7'de gorillmektedir.
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Sekil 4.40. Pythiaceous tiirlerin fidanlara inokule edilmesi ile elde edilen lezyon uzunluklarinin grafikte gosterimi (y ekseni=lezyon

uzunlugu)




5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alisma, Tiirkiye’'nin batisinda yer alan 6nemli orman fidanliklarinda igne ve
genis yaprakl fidanlardaki fungal ve Pythiaceous kok ciiriikliigli etmenlerinin
izolasyonu, morfolojik ve molekiiler teshisleri ve patojenisitileri hakkinda
bulgular icermektedir. Tez ¢alismas1 kapsaminda, hastalik belirtisi gozlenen
fidan Ornekleri toplanarak bunlardan izolasyonlar yapilmis, ayrica tiipli ve
ciplak kokli fidanlara ait toprak orneklerinden tuzak yontemi ile Pythiaceous

tiirleri izole edilmistir.

Tez kapsaminda 2009-2012 yillar arasinda sekiz farkli orman fidanlhigindan
296 adet fidan ve 105 adet toprak oOrnegi alinmistir. Fidan ve toprak
orneklerinden toplamda 199 adet fungal ve 142 adet Pythiaceous tiire ait izolat

elde edilmistir.

Teshis c¢alismalar1 sonucunda; fidan koklerinden yapilan izolasyonlarda
F. moniliforme, F. solani, F. oxysporum, R. solani, C. destructans, V. dahliae ve
P. clavispora en yaygin tiirler olarak bulunurken, toprak érneklerinden yapilan
izolasyonlarda; P. aphanidermatum, P. irregulare, P. intermedium, P. ultimum, P.
cactorum, P. citricola, P. megasperma ve P. syringae olmak tizere 4 Pythium ve 4
Phytophthora tiiri elde edilmistir. Pythiaceous izolatlarindan 1 adet P. vexans

tlri de elde edilmistir.

Sonuglara bakildiginda, kék ctirtikliigline neden olan fungal etmenler en fazla,
Mugla-Gokova ve Isparta-Egirdir Orman Fidanlklari’'nda cesitlilik
gostermektedir. Phytophthora tirleri, en yaygin olarak Adapazari-Hendek ve
izmir-Torbali Orman Fidanliklari’nda goriiliirken, Pythium tiirleri hemen hemen

her fidanlikta tespit edilmistir.

Sorveylerin gergeklestirildigi fidanliklardan Antalya-Elmali Orman Fidanligi'nda
cevre orman alanlarinin agaglandirilmasinda kullanilmak tizere Toros sediri ve
kizilgam fidani tretilmektedir. S6rveyler sirasinda, fidan yastiklarinda bulunan

ciplak koklii sedir fidanlarinin gruplar halinde 6ldigii gorilmiistiir. Ozellikle
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topragin agir ve nemli oldugu kisimlarda bu oliimler daha da artis
gostermektedir. Kisim kisim oluimlerin goriildigi yerlerden alinan bitki ve
toprak orneklerinden yapilan izolasyonlarda, F. solani ve P. syringae yogun
olarak elde edilmistir. Fidanlk topraginda yillardir siire gelen o6liimlerin

nedenlerinin bu iki etmene bagh olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kok curikligii etmenleri lizerinde daha 6nce yapilan g¢alismalar ¢ogunlukla
farkli aga¢ tirlerinde etmenlerin saptanmasi ve bu etmenlerle miicadele

yontemleri konusunda olmustur.

Ulkemizde yapilan bir calismada, Akill ve arkadaslar1 (2010), Artvin-Ardanug,
Bursa, Devrek-Gokegebey, Diizce-Akgakoca, Eskisehir, Kastamonu-Golkoy ve
Taskopri, Ordu, Samsun, Zonguldak Orman Fidanliklarindan alinan hastalikh
karacam, sarigam, kizilcam, sedir, goknar, mavi servi, igde, disbudak, akasya,
atkestanesi, thlamur, kayin, hus, kusburnu, mazi1 ve mese fidanlar1 koklerinden
yaptiklar1 izolasyonlarda F. solani, F. oxysporum, F. moniliforme, R. solani,
Pythium spp., Phytophthora cryptogea, P. cinnamomi, Cylindrocarpon sp.,
Verticillium sp., tiirlerini siklikla elde etmislerdir.. Bu tez ¢alismasinda da F.
moniliforme, F. solani, F. oxysporum, R. solani, C. destructans, V. dahliae, P.
clavispora, P. aphanidermatum, P. irregulare, P. intermedium, P. ultimum, P.
cactorum, P. citricola, P. megasperma ve P. syringae gibi benzer tiirler izole

edilmistir.

Bir¢cok arastirmada, igne ve genis yaprakl fidanlarda yaygin olarak Fusarium,
Cylindrocladium, Cylindrocarpon, Pythium ve Phytophthora tirlerinin kok
curukligiine neden oldugu bildirilmektedir (Lilja vd., 1997). Avrupa tilkelerinde
yapilan ¢alismalarda, Pinus sylvestris L., Pinus nigra Arn., Pinus radiata D. Don,
Pinus taeda L., Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco, Abies sp., Castanea sativa
Mill.,, Thuja orientalis L. fidanlarinda goriilen kok ciirtikliigii etmenleri arasinda,
C. destructans, Cylindrocladium sp., F. moniliforme, F. oxysporum, Fusarium spp.
M. phaseolina, P. ultimum, Phytophthora tiirlerinin ad1 siklikla yer almaktadir
(Bloomberg, 1971; 1979; 1985; Dick ve Vanner, 1986; James vd., 1988; Barnard,
1994; Jung vd., 2005; Orlikowski vd., 2006; Jung vd., 2007;2009; Akilli vd., 2010;
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Kurt, 2011). Bu c¢alismada da yukarida adi gecen fungal tiirlerden

Cylindrocladium sp. ve M. phaseolina hari¢ diger tim tiirler elde edilmistir.

Calismamizda 6zellikle sedir, ardig, karagam ve mazi fidanlarinin kéklerinden C.
destructans izole edilmis ve patojenisite testleri ile de hastaliga neden oldugu
kesinlestirilmistir. Adana ve ¢evresinde yer alan orman fidanliklarinda tretilen
maz1 ve servi fidanlarinda ayni etmen izole edilmis olup, yapilan patojenisite
testleri ile izole edildikleri fidan tiirlerinde hastallk meydana getirdigi
belirtilmistir (Kurt, 2011). Diger bazi ¢alismalarda, orman fidanlhklarindan C.
destructans, C. liriodendri ve C. pauciseptatum’un izole edildigi bildirilmistir
ancak calismamizda C. destructans disinda bir Cylindrocarpon tiri elde
edilememistir. Her ne kadar orman fidanhklarindan farkh Cylindrocarpon tiirleri
tespit edilmis de olsa, bunlar arasinda en agresif tiirtin C. destructans oldugu

bildirilmektedir (Khorasani, 2013).

Diger onemli bir fungal etmen olan Fusarium tiirleri genellikle fidanlarin tim
gelisme evrelerinde koklerden en yaygin olarak izole edilen etmenler arasinda
yer almaktadir. Ozellikle orman agaci fidanlar1 koklerinden, F. oxysporum
(Graham ve Linderman, 1983), F. solani (James, 1983; Landis, 1976),
F.moniliforme ve F. avenaceum izole edilmektedir (James, 1985a). Konifer
tirlere ait fidanlarin Fusarium tirlerine karst daha hassas oldugu
bildirilmektedir, 6zellikle yliksek sicaklik ve kurakliga maruz kalan fidanlarda
soz konusu hastalik etmenine yogun olarak rastlanilmaktadir. Ayrica, fungusun
ciplak kokliilere nazaran, tliplii fidanlarda, tlip igerisinde nemin tutulmasi
bakimindan daha ciddi zarara yol actigi bilinmektedir (Landis, 1989).
Calismamiz sonuglarina gore, Fusarium tirleri (F. oxysporum ve F. solani) en

fazla tiiplerde yetistirilen fidanlarin koklerinden izole edilmistir.

Bu calismada, F. solani, F. moniliforme ve F. oxysporum; igne yapraklilardan,
kizilgam, karacam, saricam, sedir, servi, maziy, Uludag goknar1 ile genis
yapraklilardan mese ve defne fidanlar1 koklerinden izole edilmistir. Igne
yaprakli agac tiirleri fidanlarindan 6zellikle cam tiirlerinden yogun olarak F.

oxysporum, F. acuminatum, F. equiseti, F. proliferatum, F. sambucinum, F. solani
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ve F. sporotrichioides bulunmaktadir (Sarhan vd., 1989; Ocamb ve Juzwik, 1995;
El-Settawy, 1999).

Calismamizda elde edilen diger bir fungal etmen ise R. solani’dir. Bu fungus
karacam, kizilcam, sarigam, Uludag goknari, servi, mazi, kestane, ¢inar ve mese
fidanlar koklerinden izole edilmistir. Bu etmenin bu agaclarda kok ¢uirikligi
yaptigl bir¢ok arastirici tarafindan ortaya koyulmustur (Landis, 1989; Harris

vd., 1994; Camporota ve Perin, 1994).

Fidanliklarda Pythium tirlerinin meydana getirdigi zarara genelde tohum
cimlenirken ya da fidecik halindeyken rastlamak mimkiindiir. Ancak, kok
curukligii hastaligina dair belirtilerin gorildiagi tipli ve ciplak kokli
fidanlarda yapilan incelemeler sonucunda Pythium tiirlerinin de fidanlarda
zarara neden oldugu belirlenmistir. Calismamizda orneklenen fidanlarin
topraklarindan yapilan izolasyonlarda; P. aphanidermatum, P. irregulare, P.
intermedium ve P. ultimum yaygin olarak izole edilen tirlerdir. Diinya
literatiiriinde, kok ciiriikliigli etmeni olarak tespit edilen Pythium tiirlerine
bakildiginda; P. acanthicum, P. echinulatum, P. helicoides, P. irregulare-
debaryanum, P. iwayamai, P. oligandrum, P. paroecandrum, P. rostratum, P.
spinosum, P. splendens, P. sylvaticum ve P. ultimum en yaygin elde edilen tiirler
olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Vaartaja ve Bumbieris, 1964; Hendrix ve
Campbell, 1968; Vaartaja, 1968; Weiland vd., 2013). Boylelikle calismamizda
elde edilen 4 Pythium tiri diger calismalarda da belirtilen tiirlerle benzerlik

gostermektedir.

Nemli ortamlar1 seven Phytophthora tiirleri, tarim ve orman alanlarinda, otsu
bitkilerden odunsu bitkilere, fidanliktan arazi kosullarina bir¢ok konukg¢uda
ciddi kayiplara yol agmaktadir (Erwin ve Riberio, 1996; Orlikowski ve Szkuta,
2003; Balc1 ve Halmschlager, 2003; Lilja vd., 2006). Calismamizda sekiz orman
fidanligindan alinan fidan topraklarindan tuzak yontemi ile yapilan
izolasyonlarda; P. cactorum, P. citricola, P. megasperma ve P. syringae olmak
tizere 4 farkli Phytophthora tiirii izole edilmistir. Bu tiirler, 6zelikle agir ve nemli

topraklardan elde edilmistir.
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Avrupa ve Amerika’da bulunan orman fidanliklarinda igne ve genis yaprakl
agac tiirlerine ait fidanlarda, Phytophthora tiirlerinin varliginin ve zararinin
arastirildigr bir¢cok calismada; yaygin olarak P. cactorum, P. cambivora, P.
cinnamomi, P. citricola, P. citrophthora, P. cryptogea, P. drechsleri, P. hedraiandra,
P. megasperma, P. nicotianae, P. palmivora, P. pgchlamydo, P. pini, P. plurivora, P.
pseudotsugae, P. ramorum, P. tropicalis tirleri izole edilmistir (Hamm ve
Hansen, 1986; Hardy ve Sivasithamparan, 1988; Hantula vd., 2000; Orlikowski
vd., 1995; Schwingle vd., 2007; Donahoo ve Lamour, 2008; Hulvey vd., 2010;
Rytkénen, 2011). Bu tez ¢alismasinda da yukaridaki tiirlere benzer sekilde P.
cactorum ve P. citricola topraktan yaygin olarak elde edilen tiirler arasinda yer

almaktadir.

Tez calismasinda elde edilen Phytophthora tiirlerinin fazla olmadigi dikkat
cekmektedir. Ancak orman fidanliklarinda yapilan diger c¢alismalara
bakildiginda benzer sekilde ¢ok sayida Phytophthora tiriinln elde edilemedigi
gorilmektedir (Orlikowski ve Szkuta, 2003; Rytkonen vd., 2007; Rytkdnen,
2011). Gerek izolasyonda kullanilan yontemler gerekse topraklarin
orneklendigi zaman dilimleri, diger calismalarla benzerlik gostermektedir

(Orlikowski ve Szkuta, 2003; Rytkonen vd., 2008).

Phytophthora ve Pythium tirleri, hem fidan yastiklarindan alinan hem de
hastalik belirtisi gosteren tiiplii fidanlara ait toprak oOrneklerinden tuzak
yontemi kullanilarak elde edilmistir. Tuzak ydntemi, Phytopthora ve diger
Pythiaceous tirlerinin izole edilmesinde kullanilan en yaygin tekniktir.
Enfeksiyonda biiyiik bir pay: olan zoosporlar suda aktif hale gecmekte ve tuzak
olarak su ylizeyine konulan taze yapraklari enfekte ederek lezyonlar meydana
getirmektedir. Bu lezyonlardan segici besi ortamina yapilan izolasyonlar
sonucunda Phytiaceous tiirlerine ait koloniler elde edilmektedir (Jung vd., 2005;
2007). Gunimiizde, Phytophthora tirlerinin varliginin tanilanmasinda
kullanilan bir¢ok pratik yontem bulunmaktadir. Bunlardan biri de arazi
kosullarinda yapilabilen, kisa siirede sonug¢ veren bir yontem olan hamilelik
testine benzer mantikla ¢alisan kitlerdir. Topraktan bir parca alinarak, kit icinde

verilen soliisyonlarda ¢ozdirerek, kit tizerine damlatilmasi ile Phytophthora’nin
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incelenen toprakta var ya da yok oldugu tespit edilebilmektedir. Bu kit ile
yapilan analizlerde incelenen toprakta hangi Phytophthora tiirtiniin oldugundan
cok Phytophthora ya da baz1 Kkitlerle ise hatta Pythium'un varhgl
arastirdmaktadir. Bu kit haricinde, topraktan direk DNA izolasyonu ile
multipleks PCR ya da Real-Time PCR yapilarak yine Phytophthora ve Pythium
tiirlerinin varlig1 incelenebilmektedir (Belbahri vd., 2006; Brasier vd., 2006).

Phytophthora izolasyonunda, topraklarin o6rneklendigi zaman oldukga
onemlidir. Toprak ornekleri, genellikle ilkbahar ve sonbahar yagislarindan
hemen sonra alinmalidir (Jung vd., 2003; Orlikowski ve Szkuta, 2003). Bazi
donemlerde fidanlik topraginda, Phytophthora var olmasina ragmen, yeterli
inokulum olmadigindan elde edilemeyebilir. Calismamizda toprak ornekleri
diger calismalara benzer donemlerde yani sonbahar ve ilkbahar mevsimlerinde

yagislardan hemen sonra alinmistir.

Phytophthora tirleri ile bulasik fidanlar, hastaligin bir fidanliktan digerine ya da
fidanliktan aga¢landirma sahalarina tasinmasinda 6nemli rol oynarlar. Diinyada
cok sayida arastirmaya konu olan, Phytophthora tirlerinin, kitalar, iilkeler,
bolgeler ve lokal alanlar 6lgeginde yayginlik durumunun ve konukgular bazinda
zarar olusturan tirlerinin belirlenmesi, agaclandirma c¢alismalarinin basarisi
lizerine dogrudan etkide bulunmaktadir. Ulkemizde Akill ve arkadaslarinin
(2010) Artvin-Ardanug, Bursa, Devrek-Gokcebey, Diizce-Akcakoca, Eskisehir,
Kastamonu-Golkéy ve Taskoprii, Ordu, Samsun, Zonguldak Orman
Fidanliklarinda koék curiikliigline neden olan etmenler iizerine yaptiklar:
calismalarinda, karacamdan P. cryptogea ve kestaneden ise P. cinnamomi
tiirlerini izole etmislerdir. S6z konusu calismanin disinda konu ile alakali baska
bir arastirma bulunmamaktadir. Phytophthora tiirlerinin yasam donglstinde
suyun varlig1 biiyiik 6nem tasidigindan, orman fidanliklari, hastalik etmeninin
igneli ve genis yaprakl agac tiirlerdeki varliginin ve zararinin belirlenmesi i¢in
en uygun alanlardir. Bu fidanhklarda tretilerek, agaclandirma sahalarina
tasinan fidanlar hastalik etmenlerini de beraberlerinde tasiyacaklarindan,
onlemlerin erken evrede fidanlik kosullarinda alinmasi agag¢landirma

calismalarinin basarisi icin mutlak gerekli goriilmektedir.
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Kok cliriikliigline neden olan fungal ve Pythiaceous tiirler, her gecen yil orman
fidanliklarinda dolayli olarak da agag¢landirma alanlarinda ciddi ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Bu organizmalarin meydana getirdigi hastaliklarin
kontrolii i¢in, elde edilen tiirlerin teshisi ve karakterizasyonu gereklidir (Zhang
vd.,, 2007). Klasik olarak funguslarin ve Pythiaceous tiirlerinin teghisinde
kullanilan temel kriterler, eseyli ya da eseysiz lireme yapilaridir. Eseyli ve
eseysiz lireme yapilarinin gorilmedigi ya da dokudan direk etmenin var olup
olmadigina bakilmasi gibi durumlarda o6zgiil ve duyarhihigi yiiksek olan PCR
temelli yontemler teshis ve tanilama calismalarinda kullanilmaktadir. Fungal ve
Pythiaceous tlirler arasindaki polimorfik DNA dizilerinden biri olan ITS bolgesi,
glinlimiizde bir tirtin dogru olarak tespiti acisindan 6nem arz etmekte ve bu
uygulama ile diger tiim tiirlerden biiylik 6l¢iide ayrilabilmektedirler. Bununla
birlikte, ITS dizilerindeki varyasyon ve bu varyasyonu dogrudan
degerlendirebilen PCR temelli teknikler sayesinde etmenin izolasyonuna gerek
duyulmaksizin konukc¢u bitkiler icindeki ve g¢evresindeki bir¢ok fitopatojenik
fungal ve Pythiaceous tirin belirlenmesi mimkin hale gelmistir

(Maukhamedov vd., 1994).

Fungal ve Pyhtiaceous popiilasyonlarin karakterizasyonu ve taksonomisinde
kullanilan yontemlerden biride DNA dizilemesidir. DNA dizi analizi
organizmalar arasindaki filogenetik iliskileri belirlemek i¢in yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. Bruns ve arkadaslari, (1990) karsilastirilan ¢ok sayida
karakterin ¢oziintirlik giiciinii 6énemli derecede artirabilecegi icin filogenetik
analizlerde DNA dizilerinin kullanilmasinin yararh olacagini ileri siirmiislerdir.
Bu tez calismasinda da hem fungal hem de Pythiaceous tiirler i¢cin yukarida adi
gecen DNA esashi modern teknikler kullanilmis, ITS bélgeleri dizilenmis ve gen
bankasinda benzerlik gosterdikleri izolatlar ile olan benzerlik ytzdeleri

verilmistir.

Glinlimiizde fungal ve Pyhtiaceous tirlerin teshisinde sadece morfolojik
ozelliklerden faydalanmak yeterli degildir, 6zellikle birbirleri ile morfolojik
olarak benzerlik gosteren farkl tiirlerin ayriminin yapilmasi oldukg¢a zordur.

Molekiiler teshis calismalar1 da tek baslarina yeterli ve giivenilir olmamaktadir,
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ozellikle ITS bolgesi tiim fungal organizmalarda bulundugu i¢in tek baslarina tiir
ayriminda yeterli olmamaktadirlar. ITS dizilemesi sonucunda elde edilen dizi
verileri birden fazla etmen ile benzerlik gosterebilmektedir. Boyle durumlarda,
fungal ve Pythiaceous tiirlerin morfolojik teshisleri yapildiktan sonra molektler

yontemlerle de bu sonuglar desteklenmelidir.

Baz1 Pythiaceous tiirlerinin teshisinde sadece ITS bdlgelerinin dizilenmesi
yeterli olmamaktadir, dolayisiyla bu tiirlere cox, beta-tubulin ya da elongation
factor gibi bazi spesifik gen bolgelerinin de dizilenmesi gerekmektedir (Jung vd.,
2005; Belbahri vd., 2006; Jung ve Burgess, 2009). Calismada elde edilen
Pythiaceous tiirlerden 6zelikle morfolojik 6zellikleri birbirine benzer olan P.
syringae ve P. citricola izolatlarinin cox ve beta-tubulin gen bolgeleri de
cogaltilmis ve dizileri elde edilmistir. Boylece morfolojik olarak benzerlik
gosteren tiirler spesifik gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi ile farklh tirler oldugu

kanitlanmistir.

Kok curikligine neden olan fungal ve Pythiaceous tiirler ile yapilan
patojenisite testlerinde, orman fidanliklarindan temin edilen tiiplii fidanlar
kullanilmistir. K6k c¢irikligline neden olan etmenlerle patojenisite
calismalarinin geneline bakildiginda, etmenler genellikle ya topraga ya da
koklere inokule edilmekte ve enfeksiyonun goriildiigli koklerde meydana
getirdigi simptomlara gore patojen olup olmadigi belirlenmektedir (Jung vd.,
2005; 2009). Ancak, bu tiir inokulasyon denemeleri, fidanliktan alinan fidanlara
degil de genellikle, laboratuvar kosullarinda tretilmis ve topraklar steril
edilmis fidanlarda gerceklesmektedir. Bitki materyalinin iretilemedigi
durumlarda ise, etmenler fidan govdelerine asilanarak, olusturduklar1 lezyon
boylarina gore patojenligi test edilmektedir (Orlikowski vd., 2004; Jung vd.,
2005). Calismamizda fidanhklardan temin edilen tipli fidanlar patojenisite
denemelerinde kullanilmis ve secilen izolatlar, fidanlarin gévdelerine inokule
edilmistir. ABD’de konifer koklerinden izole edilen F. solani izolatlarinin
patojenitelerinin degisiklik gosterdikleri, bazilarinin virlilensinin yiiksek
oldugu, bazilarinin ise viriilensinin diisiik oldugu belirlenmistir (James vd.,

1988; Landis, 1989; James ve Perez, 1999). Calismamizda Fusarium tirlerine ait
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izolatlar, test edildikleri konukc¢ularda enfeksiyona neden olmuslardir ancak
lezyon boyu buyiikliklerine bakildiginda viriilenslerinin dustk oldugu

soylenebilir.

Sirgiin ve fidanlarda gerceklestirilen inokulasyon denemeleri sonuglarina
bakildiginda, Phytophthora tiirlerine ait izolatlar yapilan inokulasyonlarda en
duyarli konukgu tiirtiniin Toros sediri, Pythium tiirlerine ise en duyarli konuk¢u

tiiriin boylu ardi¢ oldugu belirlenmistir.

Konukgu bitki tiirleri arasinda goriilen bu farklilik ilk bakista Toros sediri ve
boylu ardicin diger bitki tilrlerine oranla daha duyarli olduguna isaret
etmektedir. Ancak test edilen Phytiaceous tiirleri ayni konukc¢ulara inokule
edilmedigi icin bu farkliligin ne kadarinin etmenlerin patojenik 6zelliklerinden
ne kadarinin bitkinin genetik duyarliigindan kaynaklandigini tahmin etmek
glictir (Jung vd., 2006). Bunun yani sira Phytophthora tirleri, Pythium tiirlerine
kiyasla test edildikleri konukc¢ularda daha fazla lezyon boyu meydana
getirmistir. Bu tez calismasinda da hem sirgiinlerde hem de fidanlarda
Phytophthora tiirlerine ait izolatlar Pythium tiirlerine kiyasla daha fazla lezyon
olusturmuslardir. Kok ciriikliigline neden olan etmenlerin varliginin ve
patojenisitelerinin belirlenmeye c¢alisildigi bu c¢alismada, elde edilen tiim
izolatlarin virllensine bakilmamis, sadece seg¢ilen izolatlarin kendi

konukcularinda hastalik olusturma yetenekleri arastirilmistir.

Orlikowski ve arkadaslar1 (2004), belirti gosteren kayin ve goknar fidanlarindan
Fusarium sp., Pythium ultimum, R. solani ve P. citricola tirlerini elde etmislerdir.
Arastirmacilar, bu etmenlerden sadece P. citricola izolatlarinin patojenisitesine
bakmiglardir. Calismada elde edilen P. citricola izolatlari, 1 yasindaki kayin ve
goknar fidanlarinin govdelerine yara acilarak inokule edilmis ve 28 giin
boyunca 20-23 °C’de sera kosullarinda inkubasyona birakilmistir. inkubasyon
stresi sonunda govdede meydana gelen lezyonlar 6l¢tilmiistiir. Sonuglara gore,
kayin govdelerinde ortalama 27,7 mm lezyon meydana gelirken, goknar
fidanlarinda ise ortalama 21,9 mm lezyon gorilmiistiir. Calismamizda

patojenisite denemesinde simsirden elde edilen 2 adet P. citricola izolat1 yine
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simsir fidanlarinin goévde ve siirgiinlerine inokule edilmistir. U¢ ayhk
inkubasyon siiresi sonunda fidan govdelerinde ortalama 16,8 mm, siirglinlerde
ise, 15,6 mm lezyon olusumu gozlenmistir. Dolayisiyla bizim ¢alismamizda
kullanilan P. citricola izolatlarinin test edilen simsir fidanlarinda daha az lezyon
meydana getirmesi nedeniyle Orlikowski ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismasinda

kullanilan izolatlara kiyasla daha az agresif oldugu sonucuna varilabilir.

Calismamizda patojenisite denemelerinde test edilen 4 Phytophthora tiiru de,
inokule edilen fidanlarinda lezyon meydana getirmistir. Jung vd (1996)
calismalarinda, P. plurivora izolatlarini 5 yash sapli mese fidanlar1 gévdelerine
inokule etmis ve 3 ay sonunda olusan lezyonlar1 6l¢mislerdir. Bizim
calismamizda hem fidanlara hem de stirgiinlere yapilan patojenisite denemeleri
li¢ ay sonunda degerlendirilmis ve lezyon buytkliklerinin Jung vd (1996) daki
kadar genis olmadigl gorilmiistiir. Bunun nedeninin, testlere tabii tutulan
izolatlarin virtlenslerinin diisiik olusundan kaynaklanabilecegi

diisiintilmektedir.

Bu c¢alismada, patojenisite testlerinde P. megasperma diger Phytophthora
tirlerine kiyasla inokule edildigi kestanelerde daha fazla lezyon (25,2 mm)
meydana getirdigi ve daha patojenik oldugu soylenebilir. Weiland vd (2013)
calismalarinda, P. cactorum, P. plurivora ve P. pini tiirlerini, Dogu kayini ve adi
leylak fidanlarinda patojenisitesini karsilastirmislar ve P. cactorum’un diger
tlirlere kiyasla daha kiiciik lezyon olusturdugunu dolayisiyla, viriilensinin daha
disiik oldugunu belirlemislerdir. Calismamizda P. megasperma ve P. syringae
test edildikleri kestane ve sedirde sirasiyla 25,2 ve 20,8 mm lezyon meydana
getirirken, P. citricola simsirde 16,3 mm ve P. cactorum defnede 20,2 mm lezyon
diger iki tiire kiyasla daha az olusturmasiyla Weiland vd (2013) yaptig1 ¢calisma

ile uyum gostermektedir.

Bu arastirmanin sonucunda, Tiirkiye'nin batisinda yer alan fidanliklarda yapilan
sorveyler, kok clriikliigline neden olan etmenlerin s6z konusu sekiz fidanlik
arasinda farklilik gosterdigi anlasilmistir. Bu farkliligin nedenleri, fidanliklarin

farkli ekolojik kosullari, yetistirilen bitki tiirleri, bu tiirlerin fidanlik iklimine ve
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kosullarina uyumu, yetistirme teknikleri, yapilan uygulamalar ve kontrol

yontemleri olarak ac¢iklanabilir.

Fidanliklarda zarar olusturan hastalik etmenlerin ve bunlarin tohum ve
fidanlara bulasma kaynaklarinin belirlenmesi, hastalik etmeni ile miicadelede
oncelikli olarak bilinmesi gereken konulardir. Buna gore, bulasma su kaynakl
oluyorsa, sulama suyunun kimyasallarla temizlenmesi, toprak yolu ile oluyorsa
benzer sekilde toprak kosullarinin iyilestirilmesi 6éncelikli miicadele yontemleri

arasinda dusiiniilebilir.

Elde edilen bulgular arasinda C. libani’'de tespit edilen P. syringae diinya
literatiirtine katilan yeni bir bulgudur. C. libani tulkemiz Akdeniz Boélgesi
agaclandirma sahalarinda yaygin olarak kullanilan bir agac tiirii olup, bu agag
tiirtiniin hastaliklari tizerinde az sayida arastirma bulunmaktadir. Dolayisiyla bu
calismada elde edilen bulgular dogrultusunda sedir agaglandirma ¢alismalarini
sekteye ugratacak olasi kok ciiriikliigii etmenlerinin bilinmesi ile gerekli

onlemler alinabilecektir.

Bunun yaninda, c¢alismamizda C. destructans Isparta-Egirdir, Denizli-
Karahasanli ve Antalya Orman Fidanliklarindan alinan karagam, Toros sediri ve
boylu ardi¢ fidanlar1 kéklerinden izole edilmis olup, yine Tirkiye icin ilk kayit
niteligindedir. S6z konusu olan ii¢ agac tiirii de, 6zellikle Akdeniz ve I¢ Anadolu
bolgesi agaclandirma c¢alismalarinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu tiir daha

once Kurt, (2011) tarafindan Dogu mazisi fidanlari koklerinden elde edilmistir.

Ulkemizde fidanlhklarda tiipli ve ¢plak koékli  fidan  iretimi
gerceklestirilmektedir. Ciplak kokli fidan yetistiriciligi yapilan fidanliklarda
tiretilen fidanlarin, tiipli fidanlara nazaran hastaliklardan daha ¢ok etkilendigi
gorilmektedir (Ozdamar, 1999). Bunun sebebinin ¢iplak koklii fidan iiretilen
fidan yastiklarinda metrekareye atilan tohum sayisinin fazla olmasi, dolayisiyla
fidanlar aras1 havalanmanin geregi gibi gergeklestirilememesi, sulama,
giibreleme, ilaglama gibi fidanliklarda siirdiiriile gelen rutin islemlerde yapilan

eksiklik ve yanlhshklar oldugu diisinilmektedir. Ciplak kokli fidan
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topraklarinin yillarca kullaniliyor olmasi, dolayisiyla toprak kaynakli hastalik
etmenlerinin de uzun yillar bu nemli ve agir topraklarda bulunuyor olmasi, bu
tip fidan yetistiriciligini, tlpli fidan yetistiriciliine oranla daha hassas
kilmaktadir. Tupli fidan yetistiricilifinde hem yetistirme ortami hem de
kullanilan tohumlar kontrol altindadir (Ozdamar, 1999). Bu c¢alismanin
sonuglarina gore gerek fungal gerekse Pyhtiaceous tiirleri tiipli fidanlardan
daha fazla izole edildigi gorilmektedir. Dolayisiyla agaclandirma sahalarina
topraklar: ile birlikte tasinacagl i¢in agaglandirmalarin basarisi igin bir risk

teskil etmektedir.

Ulkemiz orman fidanhklarinda tohumlarin ekimden énce thiram vb. ilaclarla
tohum kaplama suretiyle ilaclanarak ekildigi, bu sayede hem kuslara kars1 hem
de hastaliklara karsi korunmanin saglandig1 diisiiniilmektedir (Ozdamar, 1999).
Ancak bu yontem ile toprak kaynakli patojenlerin zararinin tiimiiyle bertaraf
edilmesi mimkiin degildir. Fidanliklarda tohum ekiminden itibaren baslayan,
her bir fidanin saghkl bir birey olarak aga¢landirma sahalarin tasindigi uzun bir
gelisim siireci bulunmaktadir. Bu stirecin her asamasi, tam bir titizlik ve 6zenle
izlenmeli ve yiritilmelidir. Ancak c¢alisilan orman fidanlklarinda bazi
fidanlhklarin digerlerine goére daha modern tekniklerle fidan {retimini
gerceklestirdikleri, diger bazilarinin ise daha klasik yontemlere bagl kalarak
tiretimlerini siirdiirdiikleri gorilmektedir. Ornegin, Antalya-Elmali Orman
Fidanligi'nda fidan yastiklarinda yetistirilen sedir fidanlarinda her yil ciddi
olimler gorilmesine ve bunun sebebinin toprak kaynakli etmenler olmasina
ragmen, bu fidan yastiklarinda herhangi bir uygulama yapilmadig1 tespit
edilmistir. S6z konusu orman fidanliginda sedir tiretimi yapilan fidan yastiklari
agir ve nemli topraklar1 barindirmaktadir. Bu yastiklardaki drenaj sorunu halen
cozimlenmemistir. Toros sedirinin en iyi gelisimini yaptigi Elmali Sedir
Ormanindan temin edilen tohumlarla fretilen fidanlar yapilan hatali
uygulamalar nedeniyle strekli o6lmektedir. Dolayisiyla en kisa siirede bu

fidanlikta rehabilitasyon ¢alismalarina gidilmesi 6n goriilmektedir.

Bu c¢alismada Ozdamar (1999)’dan farkli olarak, tohumlarin ekiminden sonra

karsilasilan ¢ikis dncesi ve ¢ikis sonrasi hastalik etmenlerinin yerine, 8 orman
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fidanhiginda hastalikli fidanlarda koék ciirtikliigiine neden olan etmenler
arastirllmistir. Toprak kaynakli Fusarium spp., R. solani, Pythium spp. gibi bazi
etmenlerin Ozdamar’in ¢alismasi (1999) ile ortiistiigli izlenmektedir. Bu
etmenlerin hem c¢okertene hem de kok ciiriikliigiine neden oldugu yapilan
literatiirde de bildirilmektedir (Wardlaw ve Philips, 1990; Mirabolfathy ve
Ershad, 1996; Lilja vd., 1997). Dolayisiyla, tohum ekiminden baslayan bu
siirecten itibaren toprakta bulunan hastalik etmenleri, fidanlar1 gelisim
asamalarinin her doneminde kolaylikla enfekte edebilmektedir. Saglikh fidan
eldesinde hastalik etmenleri icin alinabilecek tedbirler, tohum ekimi
asamasindan fidan yetistiriciligi asamasina kadar birbiri ile uyum icerisinde
olmalidir. Bir¢ok iilkede mikorizali fidan Uretiminin saghklh fidan
yetistiriciliginde basarili bir sekilde kullanildig1 goriilmektedir (Trappe, 1977;
Dogmus ve Doganoglu, 2003; Whipps, 2004). Bu daha c¢ok, tipli fidan
yetistiriciliginde kullanilan bir yontem olup, mikoriza ile bulasik, saghkl ve
gicli kok yapisina sahip fidanlarin araziye tasinmasini amaglamaktadir.
Mikorizal funguslar farkli yontemlerle tohum veya fidanlara asilanmakta ve
asilanan fidanlarin arazi kosullarina uyumu daha iyi olmaktadir. Bu sayede, kok
kaynakli hastalik ve zararhlara karsi dayaniklilik saglanmakta, hem de bitki
tarafindan alinamayan bazi besin elementlerinin ve suyun bitkiye kazanimi
fungus araciligiyla gerceklestirilmektedir. Dolayisiyla, bitki ve fungusun
simbiyotik iliskisi sonucunda hem bitki hem de fungus bundan
faydalanmaktadir. Ulkemizde bu alanda yapilan ¢alismalarin da yeterli olmadig
gorulmektedir. Mikorizal iliskinin tespiti, bir seri uzun soluklu ¢alismaya ihtiyag
duymaktadir (Dogmus ve Doganoglu, 2003). Oysa fidanlik kosullarinda fidan-
fungus arasinda hali hazirda var olan mikorizal iliskinin belirlenmesi ¢ok daha
kolaydir. Dolayisiyla, fidanliklarda 6zellikle tiipli fidanlarda gézlenen mikorizal
birliktelik, fidanlik personeli tarafindan daha iyi gozlenmeli ve mikorizal
topraklarin fidan tiretiminde kullanilmasi yayginlastirilmalhidir.

Fidanliklar kimyasal ilaglarin kontrollii bir sekilde kullanildig1 6zel yetistirme
ortamlaridir. Saghkh fidan yetistiriciliginde, mikorizal funguslarin kullanilma
olasiliklarinin yani sira, bazi kimyasallarin da hastaliklarin miicadelesinde
kullanildig1 goriilmektedir. Bunlar arasinda, Bacillus subtilis QST 713 1irk,

Boscalid + Pyraclostrobin, Chloropicrin + Iodomethane, Dimethomorph,
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Etridiazole, Fluopicolide, Fosetyl-Al, Hydrogen Dioxide, Hydrogen Peroxide +
Peroxyacetic Acid + Octanoic Acid, lodomethane + Chloropicrin, Mefenoxam,
Metalaxyl, Phosphorous Acid, Potassium Phosphite, Propamocarb,
Propiconazole, Pyraclostrobin, Thiophanate-methyl + Etridiazole gibi
kimyasallar ve bilesikleri yer almaktadir (McGrath, 2004; Dumroese ve James,
2005). Bu calismada, kimyasallarin elde edilen hastalik etmenleri ilizerine
etkileri arastirllmamistir. Ancak, daha sonraki ¢alismalarda kontrolli kosullarda
bu ilaglarin kok curiikliigiine neden olan hastalik etmenleri tizerine etkisi

arastirilabilir.

Orman fidanliklarinda kok ciiriikliigline neden olan fungal ve Pythiaceous
tirlerinin neden oldugu zararin farkinligina varmak ve gerekli 6nlemleri almak,
tilkemiz agac¢landirma ¢alismalarinin basarisinin yani sira; iklim, toprak, su gibi
dogal kaynaklarin korunarak, dengede tutulmasi, su akisinin diizenlenmesi, yer
alt1 ve yer usti su kaynaklarinin siirekliliginin saglanmasi, riizgar ve kumul
hareketlerine karsi onleyici perde gorevi gorerek erozyonun Onlenmesi,
dolayisiyla tarim alanlari ile barajlarin ekonomik émriiniin uzatilmasi, ¢i1g ve sel
baskinlarin1 6nlemesi, halkin rekreasyon ihtiya¢larinin karsilanmasi, tim
bunlarin sonucunda insanlarin yasam Kkalitesinin iyilestirilmesi gibi para ile

Olclilemeyen degerler lizerine de etkili olacaktir.
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