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Marmara Bolgesindeki orman fidanhklarinda yetistirilen odunsu bitkilerdeki

fungus ve su kiiflerinin tespiti
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Ozet: Bu ¢alisma, Sakarya, Kocaeli, Yalova, Bursa, istanbul, Kirklareli ve Edirne illerine bagli, odunsu bitkilerin iiretiminin
yapildigi, 13 adet devlet ve 3 adet 6zel fidanlikta, fungus ve su kiiflerinin varhigini belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir.
Calismada, ad1 gecen fidanliklarda yetistirilmekte olan orman agaci fidanlar1 incelenmis, geriye dogru 6liim ve kuruma basta
olmak tizere ¢esitli hastalik semptomlari gosteren fidanlar topraklar ile birlikte Orneklenmistir. Laboratuvar calismalari;
mikroskobik incelemeler ve hastalikli dokularindan fungus, tiipli ve ¢iplak koklii fidanlara ait toprak o6rneklerinden de
Pythiaceous tiirlerin izolasyonlarini kapsamustir. Fidanliklardan 227 adet fidan ve 79 adet toprak 6rnegi alinmis, bunlardan, 145
adet fungal ve 57 adet Pythiaceous izolat1 elde edilmistir. Izolatlar morfolojik 6zelliklerine gore gruplandirilmis ve bu gruplar
icerisinden segilen temsili izolatlarin DNA ekstraksiyonu gergeklestirildikten sonra, ITS bolgelerinin amplifikasyonu
gergeklestirilerek, dizilemeye gonderilmistir. Calisma sonucunda Ornekler iizerinde tespit edilen funguslar arasinda, diinya
capinda kavaklarin bilinen en yaygin patojenlerinden biri olan Marssonina brunnea, pas hastaligi etmeni, Melampsora allii-
populina ve ¢amlarda kirmizi bant hastaligi olarak bilinen Dothistroma septosporum yer almistir. Bitki dokularindan ve topraktan
izole edilen Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Pythium aphanidermatum, Pythium irregulare, Pythium ultimum,
Phytopythium vexans ve Phytophthora syringae yaygin ve onemli fungus ve Pythiaceous tiirler olarak ortaya koyulmustur. Bu
arastirma kapsaminda gergeklestirilen siirveyler ve laboratuvar ¢aligmalari, genis yaprakli tiirlerin, igne yapraklilara, devlet
fidanliklarinin da ozel fidanliklara kiyasla daha fazla fungal ve Pythiaceous tiirlere konukguluk ettigini gostermektedir. Elde
edilen fungal ve Pythiaceous tiirlerin miktar: ve gesitliligi, bu mikroorganizmalarin, bir fidanliktan digerine ve hatta agac¢landirma
sahalarina taginabilme risklerine dikkat ¢ekmektedir.

Anahtar kelimeler: Tiirkiye, Genis yaprakli, igne yaprakli, Fidan, Toprak, izolasyon, ITS1- ITS2

The Marmara Region

Abstract: This study was conducted to determine the presence of fungi and water molds in 13 state and 3 private nurseries in
Sakarya, Kocaeli, Yalova, Bursa, Istanbul, Kirklareli and Edirne provinces where woody plants were produced. For this purpose,
the coniferous and deciduous seedlings showing various disease symptoms, especially death and drying, were sampled together
with their soil. Laboratory studies included microscopic investigations and isolation of fungi from diseased tissues and isolation
of Pythiaceous species from soil samples of sampled seedlings. Two hundred twenty-seven deciduous and coniferous seedlings
and 79 soil samples were taken from the nurseries. Totally 145 fungal and 57 Pythiaceous isolates were obtained. The isolates
were grouped into morphotypes based on their morphological characteristics, and representative isolates were identified by ITS-
based DNA analysis. Marssonina brunnea, Melampsora allii-populina on poplar and Dothistroma septosporum on pine were the
fungal disease agents detected based on their morphological and microscopical properties. In addition to these species, Fusarium
solani, Fusarium oxysporum, Pythium aphanidermatum, Pythium irregulare, Pythium ultimum, Phytopythium vexans and
Phytophthora syringae were among other important and common species identified. The surveys and laboratory studies
conducted within the scope of this research showed that state nurseries host more fungal and Pythiaceous species than private
nurseries. The amount and diversity of the obtained fungal and oomycete species draws attention to the risk that these
microorganisms can be transported from one nursery to another and even to afforestation areas.
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1. Giris

Ulkemiz orman varligi 22.342.935 hektar ile iilke
yiizdlglimiiniin %28.6’sm1 kaplamaktadir ve yaklasik yarist
bozuk ve verimsizdir. Bozuk vasifli orman alanlarmin
agaclandirma veya benzeri yollarla rehabilite edilmesi
oncelikli ormancilik faaliyetleri arasinda yer almaktadir.
Orman {iriinlerine olan talep artisina ragmen, dogal

ormanlarm odun iretimi disindaki fonksiyonel hizmetlerine
olan kamuoyu talepleri ve kiiresel egilimler, potansiyel
agaclandirma sahalarmin ve endiistriyel agaclandirmanin
gelecekteki odun arz agigmin kapatilmasinda giderek daha
da 6nemli olacagini gostermektedir (OGM, 2015). Bununla
birlikte dogal ormanlar1 muhafaza etme yaninda, giliniimiiz
agaclandirmalarinda, tiretim kadar, dogal dengeyi saglama,
toprak koruma, saglikli yasam olanaklarma ve rekreatif
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amaclara hizmet etmek gibi ¢esitli fonksiyonlara sahip
hizmet amachi agaglandirmalar da 6n plana ¢ikmaya
baslamistir. Her gecen giin yesil alanlara olan talebin ve
ilginin artmasiyla degisik formlu ve goze hitap eden bitkileri
aranir duruma getirmistir. Tarim ve Orman Bakanligi,
Orman Genel Miidiirliigiine bagh bircok fidanlik bu amaca
hizmet etmektedir. Ulkemizin yedi cografi bdlgesine
yayilmis olan, 122 adet orman fidanlifinda yillik ortalama
498 milyon fidan tiretilmektedir. Bu miktar yilda 300 bin ha

agaclandirma  alanmm  gereksinimini  karsilayacak
durumdadir  (OGM,  2013). Yapilan  aragtirmalar
fidanliklarda hastalik, zararli ve diger nedenlerden

kaynaklanan kuruma ve O6liimlerin fidan {iretimini sekteye
ugratan  Onemli  faktérler arasinda yer aldigim
gdstermektedir (Ozdamar, 1999).

Fidanliklar, ¢iplak koklii ya da tiipli fidan iretilen,
monokiiltiir agirlikli, dolayisiyla hastalik ve zararlilar igin
uygun kosullara sahip 0©zel alanlardir. Fidanliklardaki
cevresel kosullar ¢ogunlukla hastaliklarin gelismeleri ve
yayilmalari igin ideal ortamlar yaratir. Ozellikle yiiksek
nem, yetersiz drenaj, bu kosullar1 seven toprak patojenleri
icin son derece uygundur (Agrios, 1988; Lilja vd., 1992).

Hastalik ve zararlilar, orman fidanliklarinda yetistirilen
fidanlarin kalite ve kantitesini diisiirmekte ve bu fidanlarin
araziye  aktarilmast  durumunda da  agaglandirma
caligmalarinin basarisini olumsuz olarak etkilemektedir.
Fidanlik kosullarinda hastalik etmenleri ile bulasik fidanlar,
hastaliklarin yeni alanlara tasinmasina yol agmaktadir.

Literatlir bilgilerine ve orman fidanliklarinda yapilan
calismalarin geneline bakildiginda, genis yaprakli ve ibreli
tirlere ait fidanlarda kok ciirlikliigiine neden olan baglica
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 J. Sheld., Fusarium
oxysporum Schitdl., Fusarium semitectum Berk. &
Ravenel., Fusarium solani (Mart.) Sacc., Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid., Phyllosticta spp., Rhizoctonia
solani J. G. Kiihn., Sclerotium rolfsii Sacc. ve Pythiaceous
tirlerinin ise, Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp.,
Pythium  splendens Hans Braun.,, Pythium spp,
Phytophthora cinnamomi Rands., Phytophthora
citrophthora (R.E. 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.l. Burgess,
oldugu tespit edilmistir (Hodges, 1962; Hansen vd., 1979;
Augspurger, 1990; Mehrotra, 1990; Wardlaw ve Philips,
1990; Soni vd., 1992; Viljoen vd., 1992; Sandlin ve Ferin,
1993; Viljoen vd., 1994; Chin, 1995; James vd., 1995; Khan
vd., 1995; Barbey, 1996; Cellerino, 1996; Freire, 1996;
Mirabolfathy ve Ershad, 1996; Motta vd., 1996; Belisario
vd., 1997; Lilja vd., 1997, 2007a, 2007b; Jung vd., 2005;
2007; 2009; Akilli vd., 2010; Weiland vd., 2013; Aday
Kaya, 2014).

Modern tanilama metotlarnin gelismesiyle hastalik
etmenlerinin cesitliligi de artig gdstermistir. Baz1 etmenlerin
tirleri arasinda morfolojik karakterleri yoniinden birbirine
¢ok benzeyenler bulunmaktadir. Dolayisiyla, molekiiler
yontemler teshisi zor olan tiirlerin tanilanmasimi miimkiin
kilmigtir. Rastgele genomik fragmanlarin, mitokondrial

DNA ve ribosomal DNA’nin ¢ogaltilmasi vb. yontem ve
analizler 6nemli hastalik etmenlerinin tanisinda basarili bir
sekilde kullanilmaktadir (Brasier vd., 1999). Cesitli gen
bolgelerinin ¢ogaltilmas: ile elde edilen DNA dizi
bilgilerinin GenBank’ta yer alan diger fungal ya da
Pythiaceous tiirlere ait DNA dizileri ile karsilagtirmak
miimkiindiir (Cooke vd., 2005; Belbahri vd., 2006).

Patojen funguslarin ve su kiiflerinin tilkemiz de dahil,
diinya genelinde orman fidanliklarinda neden olduklari
ekonomik  zararlar = azimsanmayacak  miktarlardadir.
Fidanliklarda saglikli ve Xkaliteli odunsu bitki tretimi
asamasinda, zarara yol agan bu etkenlerin belirlenmesi, tilke
ekonomisine de o6nemli Olgiide katki saglayacaktir. Bu
amagla, Sakarya, Kocaeli, Yalova, Bursa, Istanbul,
Kirklareli ve Edirne illerine bagl, odunsu bitkilerin
tretiminin yapildigi, 13 adet devlet ve 3 adet 6zel fidanlikta
fungus ve su kiiflerinin varlig1 belirlenmistir.

2. Materyal ve yontem

Bu c¢alisma, Adapazari, Kocaeli, Yalova, Bursa,
Istanbul, Kirklareli ve Edirne illerinde bulunan Orman
Genel Miidiirliigiine bagh 13 adet orman fidanlig1 ve Yalova
ve Kocaeli illerinde bulunan 3 adet o6zel fidanlkta
yiriitillmiigtir. Calismanin materyalini, bu fidanliklardan
orneklenen hastalik belirtisi gosteren tiiplii ve ¢iplak kokli
fidanlar ve topraklar olugturmustur. Calisma fidanliklardan
orneklerin  toplandigr arazi ¢aligmalari ve toplanan
orneklerin dogrudan incelenmesi ya da bunlardan fungus ve
Pythiaceous izole edilerek teshislerinin yapildig: laboratuvar
calismalari olmak  {izere iki asamali olarak
gerceklestirilmigtir.

2.1. Arazi ¢calismalart
2.1.1. Hastalikli fidan érneklerinin alimi

Calisma alanindaki fidanliklarda tiiplii ve ¢iplak kokli
fidanlar incelenmis ve bunlar arasinda geriye dogru 6liim,
kuruma ve solgunluk belirtisi gosteren fidanlardan rastgele
ornekleme yapilmistir. Arazi ¢aligmalart sonucunda, fungal
ve Pythiaceous tiirlerin enfeksiyonuna maruz kaldigi
diistiniilen toplam 227 adet ciplak kokli veya tiipli fidan
toplanarak laboratuvara getirilmistir (Cizelge 1).

2.1.2. Toprak orneklerinin alinmasi

Toprak ornekleri, ¢aligma alanina giren devlet ve 6zel
orman fidanliklarinda, topragin agir ve nemli oldugu
kisimlarindan ve tiiplerde bulunan topraklardan alinmigtir.
Bunu yaparken, fidan yastiklar1 her 50 m’de, 10’ar m’lik
boliimlere ayrilarak, 0-10-20-30-40-50. metrelerden olmak
lizere 5 adet toprak ornegi alinmistir. Toprak Srnekleri, 2,5
cm ¢apinda, 10x15 cm uzunlugundaki metal silindirler
yardimiyla alinmig ve iyice kanstirilmistir. Toprak Ornegi
alirken kullanilan metal el kiiregi, her kullanimdan sonra,
%96’l1ik ethanol ile yiizeysel olarak temizlenmistir. Elde
edilen karigim, bir toprak 6rnegi olarak degerlendirilmis ve
+4°C muhafaza edilmistir. Hastalik belirtisi gdsteren tiiplii
fidan Orneklerine ait topraklardan da izolasyonlar
gerceklestirilmistir.  Toprak Ornekleri plastik  torbalar
igerisinde, buz kutusunda laboratuvara getirilmistir.
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Cjzelge 1. Caligmalarin gergeklestirildigi fidanliklar ve 6rneklenen bitki tiirleri

Inceleme yapilan orman
fidanlig1

Fidan tiirleri

Ornek alan fidan adedi
(Hastalik belirtisi tasiyan)

Toprak ornegi
adedi

Bahgekdy Devlet Orman
Fidanlig

Araucaria araucana (Molina) K. Koch (Sili Arokaryast)
Buxus sempervirens L. (Simsir)

Cedrus deodora G. Don. (Himalaya Sediri)

Chamaecyparis lawsoniana (A. Murr.) Parl. (Yalanci Servi)
Picea pungens Engelm. (Mavi Ladin)

Thuja plicata Donn ex D. Don. (Maz1)

Viburnum opulus L. (Kartopu)

1

[ e N L

Bursa-Merkez Devlet
Orman Fidanlig1

Acer platanoides L. (Cinar Yaprakli Ak¢aagac)
Aesculus hippocastanum L. (Atkestanesi)

Albizia julibrissin Durazz (Giilibrisim, Pers Ipek Agact)
Catalpa bignonioides Walter (Katalpa, Sigara Agacr)
Cercis siliquastrum L. (Erguvan)

Cupressus arizonica Greene. (Mavi Servi)

Juglans regia L. (Adi Ceviz)

Olea europaea L. (Zeytin)

Picea orientalis (L.) Link. (Dogu Ladini)

Platanus x acerifolia (Aiton) Willd. (Londra Cinar1)
Platanus orientalis L. (Dogu Cinart)

Prunus laurocerasus L. (Karayemis, Taflan)

Thuja plicata (Maz1)

Viburnum opulus (Kartopu)

Bursa-Yenisehir Devlet
Orman Fidanlig1

Abies nordmanniana (Stev.) subsp. bornmiilleriana Mattf.
(Uludag Goknart)

Acer platanoides (Cinar Yaprakli Ak¢aagag)
Aesculus hippocastanum (Atkestanesi)

Albizia julibrissin (Giilibrisim, Pers Ipek Agac1)
Castanea sativa Mill. (Anadolu Kestanesi)
Cercis siliquastrum (Erguvan)

Ginkgo biloba L. (Mabedagaci)

Pinus nigra Arn.(Karagam)

Pyrus malus L. (Yabani Elma)

Platanus occidentalis L. (Bati Cinari)

Prunus amygdalus L. (Badem)

Pyrus pyraster (L) Burgsd. (Ahlat)

Viburnum opulus (Kartopu)

Cobangesme Devlet Orman
Fidanhg:

Albizia julibrissin (Giilibrisim, Pers Ipek Agac1)
Buxus sempervirens (Simsir)

Juglans regia (Adi Ceviz)

Pinus nigra (Karagam)

Pinus pinea L. (Fisttk Cami)

Prunus laurocerasus L. (Karayemis, Taflan)

R R

Demirkdy-Merkez Devlet
Orman Fidanlig

Betula pendula Roth. (Hus)

Cedrus libani A. Rich. (Liibnan Sediri)
Pinus nigra (Karagam)

Thuja plicata (Mazi)

N =

Demirkdy-Longoz Devlet
Orman Fidanlig1

Acer pseudoplatanus L. (Dag Akgaagaci)

Catalpa bignonioides (Katalpa, Sigara Agac1)

Platanus orientalis (Dogu Cinart)

Quercus hartwissiana Stev. (Istranca Mesesi)

Quercus petraea (Mattuschka) Liebl. (Sapsiz Mese)
Quercus robur L. (Sapli Mese)

P.x euramericana (Dode) Guinier cv. "1-214"(Melez Kavak)
Thuja plicata (Mazi1)

Edirne Devlet Orman
Fidanhg:

Aesculus hippocastanum (Atkestanesi)

Catalpa bignonioides (Katalpa, Sigara Agac1)
Fraxinus excelsior L.(Digsbudak)

Platanus orientalis (Dogu Cinart)

Populus euramericana cv.”I-214” (Melez Kavak)
Robinia pseudoacacia L. (Yalanc1 Akasya)

Tilia argentea Desf. Ex. DC(lhlamur)

Goktiirk Devlet Orman
Fidanhg:

Buxus sempervirens (Simsir)
Thuja plicata (Mazi)

Hendek Devlet Orman
Fidanlig1

Abies nordmanniana (Stev.) Spach. subsp. nordmanniana (Dogu
Karadeniz Goknarr)

Acer negundo L. (Ova Akgaagact)

Buxus sempervirens (Simsir)

Cedrus deodora (Himalaya Sediri)

Cedrus libani (Liibnan Sediri)

Juglans regia (Adi Ceviz)

Juniperus horizontalis Moench 1794 (Yayilici Ardig)
Liriodendron tulipifera L. (Lale Agaci)
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Cizelge 1. Caligmalarin gerceklestirildigi fidanliklar ve 6rneklenen bitki tiirleri (devami)

Siirvey yapilan orman

fidanhg1 Fidan tiirleri

Ornek alinan fidan adedi Toprak ornegi
(Hastalik belirtisi tagiyan) adedi

Picea abies (Bat1 Ladini)

Picea orientalis (Dogu Ladini)
Picea pungens (Mavi Ladin)
Pinus nigra (Karagam)

Pinus pinea (Fisttk Cami)

Pinus sylvestris L. (Sarigam)
Platanus orientalis (Dogu Cinart)
Platycladus orientalis (Maz1)
Tilia argentea (Ihlamur)

Quercus robur (Mese)

Hendek Devlet Orman
Fidanlig

[N

NN WN R R

Acer negundo (Ova Akgaagact)
Betula pendula (Hus)
Cedrus libani (Liibnan Sediri)

Cryptomeria japonica (Japon Kadife Cami)

Ginkgo biloba (Mabedagaci)
Magnolia grandiflora (Manolya)
Olea europaea (Zeytin)

Platanus orientalis (Dogu Cinart)

Izmit Devlet Orman
Fidanhig1

Populus euramericana cv.”I-45/51” (Samsun)
Quercus rubra L. (Kirmizi Amerikan Mesesi)
Robinia pseudoacacia (Yalanci Akasya)

Thuja plicata (Maz1)
Tilia argentea (Ihlamur)

=

Aesculus hippocastanum (Atkestanesi)
Arbutus andrachne (Sandal)

Buxus sempervirens (Simsir)

Cedrus libani (Liibnan Sediri)
Cupressus sempervirens (Adi Servi)
Lagerstroemia indica L. (Oya)
Magnolia grandiflora (Manolya)
Picea pungens (Mavi Ladin)

Pinus brutia (Kizilgam)

Pinus pinea (Fistik Cami)
Platycladus orientalis (Dogu Mazisi)
Tilia argentea (Ihlamur)

Kesan Devlet Orman
Fidanlhig1

NN DN

NN

Aesculus hippocastanum (Atkestanesi)
Buxus sempervirens (Simsir)
Cedrus libani (Liibnan Sediri)

Chamaecyparis lawsoniana (Yalanci Servi)

Cupressus arizonica (Mavi Servi)
Juglans regia (Ceviz)

Morus nigra “pendula” (Ters Dut)
Picea pungens (Mavi Ladin)
Thuja occidentalis (Bat: Mazist)
Platycladus orientalis (Maz1)
Tilia argentea (Giimiigi Thlamur)

Liileburgaz Devlet Orman
Fidanhg:

TP WWwN

Bursa-Kestel Ozel Fidanlik  Thuja orientalis (Maz1)

N e N

Acer negundo (Ova Akgaagact)
Lagerstroemia indica (Oya)
Platanus acerifolia (Londra Cinart)
Quercus robur (Sapli Mese)

Sakarya Ozel Fidanlik

Buxus sempervirens (Simsir)

Sapanca Ozel Fidanlik Platycladus orientalis (Maz1)

Acer palmatum Thunb. (Japon Akcaagacr)

Yalova Ozel Fidanlik Cupressus sempervirens (Adi Servi)

Photinia x fraseri Dress. (Bodur Alev)

NP NONWWRRPRRROWONRPRPRPOOUIRWANNNRPRANAMRRRPNNRRPRPRPRPRPRPRARRPRNRPORLUWONWWW

N

2.2. Laboratuvar ¢alismalar

Laboratuvar ¢alismalari, Isparta Uygulamali Bilimler
Universitesi Orman Fakiiltesi, Orman Miihendisligi Bol{iimii
Orman Botanigi Anabilim Dali Dendroloji ve Molekiiler
Biyoloji laboratuvarlarinda  ve  iklim  odasinda
gerceklestirilmistir.

Laboratuvar ¢aligmalar1 asamasinda, fidanliklardan
toplanan tiiplii ve c¢iplak kokli fidan Orneklerinin
koklerinden fungal kokenli kok ciiriikliigii etmenlerinin

izolasyonu ve teshisi gerceklestirilmistir. Laboratuvar
caligmalari, izolasyon, morfolojik ve molekiiler tani
asamalarindan olugmaktadir.

2.2.1. Hastalikl: fidanlarda mikroskobik incelemeler

Orman fidanliklarindan 6rneklenen hastalikli bitkiler
belirtilerine  goére  smiflandirilnmugtir.  Ornekler  stereo
mikroskop ve 151k mikroskobu altinda fungal yap1 varligi
acisindan incelenmistir. Yaprak, siirgiin vs. gibi kisimlarda
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tespit edilen fungal iireme yapilarindan alman doku
pargalarindan preparatlar hazirlanarak mikroskop altinda
incelenmistir.

2.2.2. Hastalikli fidanlarin kok ve kok bogazindan fungus
izolasyonu

Fidanlik siirveylerinin ardindan laboratuvara getirilen
hastalikli fidan 6rnekleri, oncelikle izolasyon g¢alismasina
tabi tutulmustur. Hastalikli bitki drneklerinden izolasyonlar
yapilirken, belirtinin gozlendigi kdk ve kok bogazindan
saglikli ve hastalikli kisimlar1 igeren bir doku pargasi
%70’1lik ethanol ile temizlendikten sonra icinde Patates
Dekstroz agar (PDA) besi ortamlar1 bulunan petri kaplarina
aktarilmistir. Petrilere aktarilan her bir doku parcasi
numaralandirilarak, diizenli araliklarla kontrol edilmis ve
gelisen koloniler PDA besin ortamima aktarilarak,
saflagtirilmigtir.

2.2.3. Hastalikli fidanlardan elde edilen funguslarin
morfolojik tanist

Fungal izolatlarin morfolojik teshislerinde, elde edilen
saf Kkiiltlirlerin besin ortamindaki gelisimleri, koloni
morfolojileri, eseyli ve eseysiz sporlarinin  boyutu,
sekillerine ~ bakilarak  degerlendirilmesi  sonucunda
gerceklestirilmistir (Leslie ve Summerell, 2006; Inderbitzin
vd., 2011).

2.2.4. Toprak orneklerinden Pythiaceous (Phytophthora ve
Pythium spp.) tiirlerinin izolasyonu

Toprak ornekleri, 500 gr’lik kiivetler i¢ine 100 gr toprak
ornegi koyularak {izeri 500 ml distile su ile kaplanmig ve
yaklasik 15 dk beklenmistir. Su ylizeyine ¢ikan atiklar
pecete yardimiyla toplanarak, su berraklasana kadar bu
isleme devam edilmistir. Tuzak olarak, 3’er adet orman giilii
(Rhododendron ponticum L.) agelya (Rhododendron simsii
Planch.) ve mantar mesesi (Quercus suber L.) yapraklari,
ayalari  suya temas edecek  sekilde  kiivetlere
yerlestirilmislerdir. Toprak ve su iizerindeki bu yapraklar 18
°C’de 4-7 giin inkube edilmis ve her giin kontrol edilmistir.
Uzerinde lezyon olusumu gbzlenen yapraklar en fazla 4
mm’ lik pargalar halinde kesilerek igerisinde PARPNH
(PDA, 10 pg/L pimaricin, 200 pg/L ampicillin, 10 pg/L
rifampicin, 25 pg/L pentachloronitrobenzene, 50 pg/L
nystatin ve 50 pg/L hymexazol) (Jung vd., 1996) bulunan
petri kaplarinda 18 °C’de inkube edilmistir. Ekilen her bir
parca her giin diizenli olarak kontrol edilmis ve koloni
gelisimi goriilen kisimlar iginde el yapimi havug agar (900
ml/L distile su, 100 ml/L taze hazirlanmis havug suyu, 2 g/L
CaCO3 ve 16 g/L agar- agar (Merck)) besi ortami bulunan
petri kaplarina saflagtirllmigtir (Jung vd., 1996).

2.2.5. Toprak orneklerinden elde edilen Phytophthora ve
Pythium spp. tiirlerinin morfolojik tanisi

Toprak oOrneklerinden izole edilen izolatlari PDA
(Patates Dekstroz Agar) ve CA (Havug¢ agar) besin
ortaminda 20 °C’ de giinliik gelisme hiz ve 6zeliklerinden,
oogonium, oospor antheridium, sporangium ve zoospor
ozelliklerinden faydalanmak suretiyle teshis edilmislerdir.

Hazirlanan preparatlara mikroskop altinda bakilarak
eseyli ve eseysiz lireme organlarinin 6zelliklerine gore
“Phytophthora: Identifying Species by Morphology and
DNA fingerprints” ve Phytophthora Diseases Worldwide
teshis kitaplarindan ve ilgili literatiirden (Jung vd., 2004,
2005; Gallegly ve Hong, 2008) faydalanilarak izolatlarin
teshisi yapilmaya calisiimistir.

2.2.6. Molekiiler teghisler
izolatlarimdan DNA

2.2.6.1. Fungal ve Pythiaceous
ekstraksiyonu

DNA izolasyonu dncesinde, fungal izolatlar, i¢inde PDB
bulunan eppendorf tiiplerinde 20 °C’de 5 giin boyunca
gelistirilmistir. Pythiaceous izolatlar ise, i¢inde havug suyu
bulunan eppendorf tiiplerine aktarilarak 18 °C’de 3 giin
boyunca gelistirilmistir. DNA ekstraksiyonlari, Lee ve
Taylor (1990)’na gore asagidaki sekilde yapilmustir.

2.2.6.2. rDNA ITS1-5.85-ITS?2 bélgelerinin amplifikasyonu

18S ve 23S rDNA alt {initeleri arasinda kalan ITS1-
5.8S-ITS2 bolgelerinin PCR ile ¢ogaltilmas: i¢in forward
olarak ITS1: 5°- TCCGTAGGTGAACCTGCGG - 3’ ve
reverse olarak ITS4: 5’TCCTCCGCTTATTGATATCG- 3’
primerleri kullanilmistir (White vd., 1990).

ITS1-5.8S-ITS2  boélgelerinin ~ ¢ogaltilmast  igin
hazirlanan PCR reaksiyon karisimi, her bir dANTP’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
ddH,O ile 50 pl’ye tamamlanmustir. ITS1 ve [ITS4
primerleri i¢in Thermal Cycler’in bir dongiisii, 95 °C’de
2dk’da ilk denatiirasyon 94 °C’de 20sn, 55 °C’de 25sn, 72
°C’de 50sn olmak iizere 32 dongii ve son olarak da 72 °C’de
10dk extension asamasindan olusmaktadir.

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

2.2.6.3. DNA dizilemesi

PCR driinleri Qiaquick PCR 50 (Qiagen GmbH,
Leusten, the Netherlands) kiti ile saflastirilmis ve DNA dizi
analizi icin Jontek (Istanbul, Tiirkiye) sirketine
gonderilmistir.

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 dosyalart Chromas Pro (version 1.5) ve BioEdit
(version 7.0.90) programlari kullanilarak diizenlenmistir.
Izolatlara ait diziler bu sekilde diizenlendikten sonra, her bir
izolat i¢in 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) algoritmasi
kullanilmistir. BLAST taramalari, NCBI (National Center
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for Biotechnology Information) web sitesinde yer alan
nucleotideblast programi kullanilarak gergeklestirilmistir.

3. Bulgular

Bu ¢alismada, s6z konusu fidanliklarda yetistirilmekte
olan ibreli (21) ve yaprakli (38) olmak iizere 59 adet bitki
tiirlinde hastalik belirtisi gézlenen fidan 6rnekleri toplanarak
bunlarm hastalik belirtisi tastyan aksamlari mikroskobik
olarak incelenmis ve dokulardan izolasyonlar yapilmistir.
Bununla birlikte tiiplii ve ¢iplak kokli fidanlara ait toprak
orneklerinden tuzak yontemi ile Pythiaceous tiirleri izole
edilmistir.

3.1. Morfolojik incelemeler sonucunda teshis edilen fungal
tiirler

Mikroskobik incelemeler sonucunda, Izmit Devlet
Orman Fidanhiginda Populus deltoides (Samsun kavak
klonu) fidanlarinda Melampsora allii-populina Kleb. fungal
etmeni tespit edilmistir. Demirk6y-Merkez  Devlet
Fidanliginda ise; Pinus nigra fidanlarinda Dothistroma
septosporum varligi belirlenmistir (Cizelge 2).

3.2. Hastalikli bitki kéklerinden ve toprak orneklerinden
yapilan izolasyonlar

Hastalik belirtisi gozlenen fidan kok ve kok bogazindan
izolasyonlar yapilmis ve toplamda, 145 adet fungal ve 57
Pythiaceous izolati elde edilmistir (Cizelge 3).

Fungal ve Pythiaceous tiirler sirasiyla Bursa, Edirne ve
Izmit illerine bagh orman fidanhklarindan &rneklenen

fidanlardan elde edilmistir. Tiim fidanliklar ele alindiginda
ise, genis yaprakli tiirler, igne yapraklilara kiyasla daha
fazla fungal ve Pythiaceous tiirlere konukguluk ettigi
belirlenmistir.

Liileburgaz, Kesan ve Hendek orman fidanliklarinda,
solgunluk ve kok bogazinda ¢iirlime belirtilerinin
goriildiigii, Thlamur, Karacam, simsir ve sapli mese fidan
orneklerinde kilcal koklerden ve kok bogazindaki
lezyonlardan, Fusarium solani ve Fusarium oxysporum
izole edilmistir (Cizelge 4).

Toprak oOrneklerinden tuzak yontemi ile yapilan
izolasyonlarda, Pythium ve Phytophthora tiirleri, 7 devlet
orman fidanligi ve 1 6zel fidanlik olmak iizere toplamda 8
adet fidanliktan elde edilmistir (Cizelge 5). S6z konusu
orman  fidanliklarina  bakildiginda,  6rnek  alinan
topraklardan, Pythium tiirlerinin Phytophthora tiirlerine
kiyasla daha fazla izole edildigi goriilmektedir. Liileburgaz
Devlet Orman Fidanlhiginda; Buxus sempervirens, Cedrus
libani, Chamaecyparis lawsoniana ve Tilia argentea, Kesan
Devlet Orman Fidanlhiginda; Pinus brutia ve Platycladus
orientalis, Hendek Devlet Orman Fidanliginda; Abies
nordmanniana, Buxus sempervirens, Pinus nigra ve

Quercus robur fidanlarinda Pythiaceous tiirleri izole
edilmigtir.
Buxus sempervirens (Simsir) ile Kesan, Hendek ve

Liileburgaz Devlet orman fidanliklarinda toplam 7 toprak
Orneginden yapilan izolasyonlar sonucunda Pythium
aphanidermatum ve Phytopythium vexans elde edilmistir.
Fidanliklar bazinda yaygin olarak 6rneklenen bir diger tiir
Tilia argentea’dir ve bu tiire ait fidanlar incelendiginde kok
ve toprak oOrneklerinden Pythium irregulare izole edildigi
goriilmektedir.

Cizelge 2. Mikroskobik incelemeler sonucunda yesil aksamda belirlenen funguslar

. T Tespit edildigi a L . Fidanhigin
Fungal tiir Tespit edildigi konuke¢u bitki kism Ornegin alindig: fidanlik bulundugy il
. Populus euramericana cv.”[-214”* Demirkdy- Longoz Devlet Orman .
Marssonina brunnea (Melez Kavak) (1+1) Yaprak Fidanligs Kirklareli
Dothistroma septosporum Pinus nigra (Karagam) (7+0) ibre FDin::ﬁ(gy Merkez Devlet Orman Kirklareli
- Populus euramericana cv.”1-214” . . . -
Marssonina brunnea (Melez Kavak) (2+1) Yaprak Edirne Devlet Orman Fidanhig: Edirne
Melampsora allii- populina E?g::;s deftoides (Samsun Kavak Yaprak [zmit Devlet Orman Fidanhg [zmit
*Melez kavak klonu
Cizelge 3. Devlete ve dzele ait orman fidanliklarindan elde edilen izolat sayilar
Ornek alinan . . . Pythiaceous
fidanliklarin Ornek alinan fidanliklar Eld? edilen fur)gal P ythlaceou§ Fungal IZ..O lat . izolat1 bulunma
o izolat adedi izolat1 adedi ~ bulunma yiizdesi . .
bulundugu iller yiizdesi
Bahgekoy Devlet Orman Fidanlig - 7 - 12.3
Istanbul Cobangesme Devlet Orman Fidanlig: - - - -
Goktiirk Devlet Orman Fidanligi - - - -
Demirkdy-Merkez Devlet Orman Fidanligi 9 - 6.2 -
Kirklareli Demirkdy-Longoz Devlet Orman Fidanligi 8 4 55 7,0
Liileburgaz Devlet Orman Fidanlig1 6 6 4.1 10.5
Bursa-Merkez Devlet Orman Fidanlig 25 5 17.2 8.7
Bursa Bursa-Yenisehir Devlet Orman Fidanhigi 6 9 4.1 15.8
Bursa-Kestel Ozel Fidanlik - - - -
Yalova Ozel Fidanlik - 2 - 35
Edirne Edime Devlet Orman Fidanli1 5 - 3.4 -
Kesan Devlet Orman Fidanlig 22 11 15.1 19.3
izmit-Adapazar: Hendek Devlet Orman Fidanlig: 12 4 8.3 7.0
P Izmit Devlet Orman Fidanhg1 37 25.5 -
Sakarva Sakarya Ozel Fidanlk 15 - 10.3 -
Ty Sapanca Ozel Fidanhk - 9 - 15.8
Genel toplam 145 57 Ort. 6.2 6.2
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Cizelge 4. Hastalik belirtisi gosteren fidanlarin kok bogazindan ve koklerinden elde edilen fungal etmenler

Fungal tiir Tespit edildigi konuk¢u

Izole edildigi bitki kism1

Ornegin alindig fidanlik  Fidanligin bulundugu il

Tilia argentea (1+0)* Kok bogazindan Liileburgaz Kirklareli
Fusarium solani Platycladus orientalis (3+1) Kok bogazindan Kesan Edirne

Pinus nigra (2+1) Kok bogazindan Hendek [zmit-Adapazan
Fusarium oxysporum Buxus sempervirens (2+0) Kilcal koklerden Liileburgaz Kurklareli

Quercus robur (2+0) Kilcal koklerden Hendek Izmit-Adapazar

*Tuplii fidan olup, fidanin yagini ifade eder.

Cizelge 5. Pythiaceous tiirlerin bulundugu devlet ve 6zel orman fidanliklar

Caligsmalarin gergeklestirildigi orman

Pythiaceous tiirler Ornek Alinan Fidan Tiirleri fidanhg: Bulundugu il
Pythium sp. Araucaria araucana (Sili Arokaryasi)
Pythium ultimum Chamaecyparis lawsoniana (Yalanci Servi) Bahgekdy Devlet Orman Fidanlig: Istanbul
Pythium sp. Picea pungens (Mavi Ladin)
Phytophthora sp. Cupressus arizonica (Mavi Servi) Bursa-Merkez Devlet Orman Fidanligt
Pythium ultimum Castanea sativa (Anadolu Kestanesi) ot . -
P. aphanidermatum Abies bornmiilleriana (Uludag Goknart) Bursa thmsehlr Devlet Orman Fidanlig Bursa
Pythium sp. Cupressus sempervirens (Adi Servi) Yalova Ozel Fidanhk
P.aphanidermatum Buxus sempervirens (Simsir)
P.aphanlfjermatum Pinus brutia (Kizilgam) Kesan Devlet Orman Fidanh: Edirne
Pythium irregulare Platycladus orientalis (Dogu Mazisi)
Pythium ultimum Y &
Pythium irregulare Tilia argentea(lhlamur) Izmit Devlet Orman Fidanh1
Pyth!um |rrr_egulare Abies nordmanniana (Dogu Karadeniz Goknart) i
Pythium ultimum . . Izmit
. Hendek Devlet Orman Fidanlig1
P. aphanidermatum Buxus sempervirens (Simsir)
Phytopythium vexans P $
Pythium sp. Quercus robur (Sapli Mese) Sakarya Ozel Fidanhk Sakarya
Pythium sp. Thuja plicata (Maz1) Demirkdy-Longoz Devlet Orman Fidanligi
Phytopythium vexans Buxus sempervirens (Simsir)
Phytophthora syringae ~ Cedrus libani (Liibnan Sediri) Kuklareli

Pythium irregulare
Phytopythium vexans
Pythium irregulare

Chamaecyparis lawsoniana (Yalanci Servi)
Platycladus orientalis (Maz1)
Tilia argentea (Giimiigi Thlamur)

Liileburgaz Devlet Orman Fidanlig1

4. Tartisma ve sonug

Bu calisma, Marmara bolgesinde yer alan, Adapazari,
Kocaeli, Yalova, Bursa, Istanbul, Kirklareli ve Edirne
illerinde bulunan Orman Genel Midirligine bagh 13
devlet orman fidanliklarinda ve 3 adet 6zel fidanliklarinda
igne ve genis yaprakli fidanlardaki fungal ve Pythiaceous
tiirlerinin izolasyonlari, morfolojik ve molekiiler teshisleri
hakkinda bulgular igermektedir.

Calismamizda  yapilan  mikroskobik  incelemeler
sonucunda, Melampsora allii- populina Bursa-Yenigehir
fidaniginda Melez kavak, Izmit fidanhginda Populus
deltoides yapraklarinda, Marssonina brunnea ise Demirkdy-
Longoz ve Edirne fidanliginda Melez kavak yapraklarinda
tespit edilmistir. Ulkemizde 6zellikle kavak fidanliklarinda
tasallutuna sik sik karsilastigimiz funguslarin  basinda
Melampsora allii-populina Kleb. ve Marssonina brunnea
(Ell.) P. Magn. gelmektedir (Vural, 1984). Bu iki fungus
iklim sartlarina gore bazen bir fidanlikta miistakilen
bulunabilirse de bazen her ikisi birden ayni klon iizerinde
tespit edilebilmektedir (Vural, 1984).

Dothistroma septosporum, ¢amlarda Dothistroma igne
yaprak yaniklig1 olarak adlandirilan hastaliga sebep olan iki
fungusdan biridir. Bu fungus, ¢aligmamizda Demirkdy-
Merkez fidanliginda Pinus nigra igne yapraklar {izerinde
tespit edilmistir. Yapilan bir ¢aligmada, Dothistroma
septosporum P. nigra, P. brutia ve P. sylvestris igne
yapraklart {izerinde, Kozak ydresinde fisttk ¢amlarinda
Dothistroma sp. tespit edilmistir. Bu fungusun, Burdur ve
Antalya’nin  baz1 bolgelerinde, kizilgam ormanlarinda
siddetli epidemilere sebep oldugu bilinmektedir (Tunali vd.,

2018). Buna ek olarak, Burdur yoresindeki bazi geng
kizilgam mescerelerinde olduk¢a yaygin oldugu molekiiler
caligmalar sonucunda da ortaya koyulmustur (Tunali vd.,
2018). Enfekteli fidanlarin orman alanlarina taginmasi, bu
fungusun sebep oldugu hastaligin, yani Dothistroma ibre
yanikliginin yayilmasinda olduk¢a 6nemli bir rol iistlendigi
diinyaca bilinmektedir. Caliymamizda, Tiirkiye’de fidanlikta
tespit edilmesi agisindan ilk kayit niteligindedir.

Caligmamizda, hastalik belirtisi gézlenen fidanlarin kok
ve kok bogazindan ve topraklarindan yapilan izolasyonlar
sonucunda, F.solani, F.oxysporum, Pythium
aphanidermatum, P. irregulare, P. ultimum, Phytophthora
syringae benzer tiirleri izole edilmistir. Akilli vd. (2010)
tarafindan yapilan ¢alismada; Artvin-Ardanug, Bursa,
Devrek-Gokgebey, Diizce-Akgakoca, Eskigehir,
Kastamonu-Gélkoy ve Taskoprii, Ordu, Samsun, Zonguldak
Orman  Fidanliklarindan  alman  hastalikli  akasya,
atkestanesi, disbudak, goknar, hus, thlamur, igde, karacam,
kaym, kizilgam, kugburnu, mavi servi, mazi, mese, sarigam,
sedir fidanlar1 koklerinden yaptiklar1 izolasyonlarda, F.
solani, F. oxysporum, F. moniliforme, R. solani, Pythium
spp., Phytophthora  cryptogea, P. cinnamomi,
Cylindrocarpon sp., Verticillium sp., tiirlerini elde
etmislerdir.

Calismamizda F. solani igne yapraklilardan Pinus nigra,
yapraklilardan Tilia argentea ve Platycladus orientalis
fidanlarindan, F. oxysporum, yapraklilardan Buxus
sempervirens ve Quercus robur kék ve kok bogazindan
izole edilmistir. Bagka bir caligmada ise, Ozellikle ¢am
tirlerinden yogun olarak F. oxysporum, F. acuminatum, F.
equiseti, F. proliferatum, F. sambucinum, F. solani ve F.
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sporotrichioides bulundugu bildirilmistir (Sarhan vd., 1989;
Ocamb ve Juzwik, 1995; El-Settawy, 1999).

Nemli ortamlar1 seven, tarim ve orman alanlarinda, otsu
bitkilerden odunsu bitkilere genis bir konuk¢u yelpazesine
sahip olan Phytophthora tiirleri ciddi kayiplara yol
acmaktadir (Erwin ve Riberio, 1996; Orlikowski ve Szkuta,
2003; Balc1 ve Halmschlager, 2003; Lilja vd., 2006). Hem
toprak kaynakli hem de sudan yayilan Phytophthora tiirleri,
toprakta, koklerde ve organik kalintilarda dayanikli yapilari
ile uygun olmayan kosullarda hayatta kalabilmektedir; bu
nedenle, dikim amacl bitkilerin toprak ve kokleri, genellikle
Phytophthora tiirleri i¢in ana giris yolu olarak kabul
edilmektedir. Avrupa'da, 1990’larin ortasindan bugiine,
4000'den fazla ormanda ve yar1 dogal ekosistemdeki ciddi
ve yikict Oliimlere neden toprak kaynakli Phytophthora
tiirleri igin genis ¢apl arastirmalar yapilmistir (Jung vd.,
2015). Caligmamizda igne yaprakli tiirlerden Cedrus
libani’e ait fidanlar Kesan, Hendek, Izmit Merkez,
Demirkdy ve Liileburgaz fidanliklarindan &rneklenmis ve
topraklarindan ozellikle iilkemiz i¢in ilk rapor niteliginde
olan Phytophthora syringae izole edilmistir.

Caligmamizda Orneklenen fidanlarin topraklarindan
yapilan izolasyonlarda; P. aphanidermatum, P. irregulare
ve P. ultimum izole edilen tiirlerdir. Kok ¢iiriikliigii etmeni
olarak diinya literatiirinde 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 ¢ikmaktadir (Vaartaja ve Bumbieris, 1964;
Hendrix ve Campbell, 1968; Vaartaja, 1968; Weiland vd.,
2013). Calismamizda elde edilen 3 Pythium tiirii diger
calismalarda belirtilen tiirlerle benzerlik gostermektedir.

Calismamizin  genelinde  bakildiginda, fungal ve
Pythiaceous tiirlerin bulunma yiizdeleri devlete ait orman
fidanliklarinda daha fazla tespit edilirken, 6zel fidanliklarda
bu degerler oldukga diisiiktiir. Bu durumu, 6zel fidanliklarin
iriin kaybmi aza indirmek amaciyla gerekli 6nlemleri
almalar1 ve hastalik tespit ettikleri fidanlar1 hemen alandan
uzaklastirilmasi ile agiklayabiliriz.

Saglikli bir agac¢landirmanin ilk sartinin saglikli fidanlart
yetistirmekten gectigi bilinen bir gercektir.
Fidanliklarimizda tohum ekiminden itibaren baslayan ve
elde edilen tiim saglikli fidanlarin agaglandirma sahalarina
dikilmek tizere tagindig1 uzun soluklu bir iiretim siireci s6z
konusudur. Bu siireg sonunda saglikli  fidanlar
yetistirebilmek i¢in daima iyi bir gézlem yapmak ve
zararlilara kars1 hazirlikli olmak gerekmektedir. Cok biiyiik
emek ve para harcanarak elde edilen fidanlarin heba olup
gitmesi bir yana, hastaliklarin yayilmasina da 6n ayak olmak
karsilasacagimiz en olumsuz durumlardandir. Tim bu
bilgiler 1g1§inda orman fidanliklarimizda arzu edilen bir
agaclandirmanin  ilk  asamasi olan saglikli fidan
yetistirmenin Oniindeki en biiyiikk engellerden biri olan
hastaliklarla miicadele etmek ve gerekli onlemleri almak
gerekmektedir.
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