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Ozet: Diplodia sapinea, diinya capinda, cam agaglarinin bilinen en yaygin ve tehlikeli nekrotrofik patojenlerinden biridir. Patojenle
bulasik kozalak, tohum ve fidan gibi bitki materyallerinin taginmasi bu hastaligin uzun mesafelerde yayilisinda énemli bir role
sahiptir. Fungusun sebep oldugu Diplodia siirgiin yanikligi Tiirkiye’de yaygmhgi ve zarari her gegen giin artan bir hastaliktir.
Bununla birlikte, bildigimiz kadari ile Tiirkiye’de bu patojenin ¢am tohumlarindaki varliginin ve tohumlar araciligi ile fidanliklara
ve orman alanlarina taginma riskinin ortaya konulmasina yonelik aragtirma bulunmamaktadir. Bu ¢aligma, iptal edilmis bazi tohum
bahgelerinden toplanan karagam (Pinus nigra subsp. pallasiana) ve sarigam (Pinus sylvestris) tohumlarinda Diplodia sapinea’nin
varligimin ve yogunlugunun ortaya konulmasi amact ile 2017-2018 yillarinda yiiriitiilmiistiir. Karsilagtirma amaci ile saglikli, aktif
durumdaki tohum kaynaklarmdan temin edilen tohumlar da ¢aligmaya dahil edilmistir. Iptal edilmis karagam ve sarigam tohum
bahgelerinden temin edilen tohumlarin %70’inin (sirasiyla ortalama %72 ve %57) D. sapinea ile bulasik oldugu tespit edilmistir.
Buna karsilik, aktif tohum kaynaklarindan sadece sarigam tohum mesceresinde tek bir tohumdan (%0,50) D. sapinea izole edilmis,
aktif karagam tohum bahgesinden gelen tohumlarda ise patojen tespit edilmemistir. Buna ek olarak, iptal edilmis tohum
bahgelerinden gelen karagam ve sarigam tohumlarinin bindane agirliklari ve ¢imlenmeleri aktif tohum kaynaklarindan gelen
tohumlardan daha diisiik bulunmustur. Tiim bunlar bir arada degerlendirildiginde, iptal edilen tohum bahgelerinde tohum kalitesinin
azalmasinda D. sapinea’nin 6nemli bir rol iistlendigi sdylenebilir. Daha da onemlisi, sonuglar D. sapinea'nin P. nigra ve P.
sylvestris tohumlari araciligiyla yayilma potansiyelini dogrulamaktadir.

Anahtar kelimeler: Orman agaci tohumlari, Tohum funguslari, Tohum saghigi, Diplodia sapinea, Sydowia polyspora, Pinus nigra,
Pinus sylvestris

idence of Diplodia sapinea in Pinus nigra subsp. pallasiana and Pinus sylvestris

seed

Abstract: Diplodia sapinea, the causal agent of Diplodia shoot blight, is one of the most common and dangerous necrotrophic
pathogen of pines worldwide. Movement of plant materials such as cones, seeds and seedlings infected with the pathogen plays an
important role in the dissemination of the disease over long distances. While the incidence and damage caused by the pathogen is
increasing in Turkey, to our knowledge, the presence of the pathogen on pine seeds and the risk of transmission to nurseries and
forest areas through seed movement have not been studied before. This study was carried out between 2017 and 2018 in order to
investigate the presence and incidence of Diplodia sapinea in Anatolian black pine (Pinus nigra subsp. pallasiana) and Scots pine
(Pinus sylvestris) seeds collected from four abandoned seed orchards in Turkey. Seeds obtained from an active P. nigra seed
orchard and a P. sylvestris seed stand were also included in the study. D. sapinea was detected on both P. nigra and P. sylvestris
seeds collected from the abandoned seed orchards. On average 70% of the seeds (72% and 57% for P. nigra and P. sylvestris
respectively) were infected with the pathogen. The pathogen was not detected on seeds from the active P. nigra seed orchard, yet
was detected on 0.50% of seeds from the P. sylvestris seed stand. Thousand-seed-weights as well as germination of seeds from the
abandoned seed orchards were lower than those of active seed sources. Taken together, these findings suggest that D. sapinea could
have an important role in the reduction of seed quality in the abandoned seed orchards. More importantly, results confirm the
potential for dissemination of D. sapinea on P. nigra and P. sylvestris seeds.
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1. Giris

Diplodia sapinea (Fr.) Fuckel [syn.; Diplodia pinea
(Desm.) J. Kickx f., Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko & B.
Sutton], diinya ¢apinda, gam agaglarinin bilinen en yaygin ve
tehlikeli fungal patojenlerinden biridir. Fungusun sebep
oldugu hastalik; Diplodia siirgiin ya da ug¢ yanikli1 olarak
adlandirilir. Patojen, siirgiin yanikligi basta olmak iizere,
tohum ciiriikliigii, ¢okerten, kok bogazi ciiriikliigii, gévde ve

dal kanseri ve odunda mavi renklenmeye sebep olmaktadir
(Capretti vd., 2013). Fungus 50’ye yakin ¢am tiiriine ek
olarak Pseudotsuga spp., Abies spp., Picea spp., Larix spp.,
Cedrus spp. gibi igne yaprakl tiirlerde de tespit edilmistir
(Oskay vd., 2018a; Zlatkovi¢ vd., 2017). Avrupa’da 19.
yiizyilin baglarinda saprobik bir fungus olarak tanimlanan
fungusun zarari ve yayginligt 1980°1i yillardan bu yana hizla
artmaktadir (Adamson vd., 2015; Blumenstein vd., 2020;
Brodde vd., 2018; Miiller vd., 2019). Diinya ¢apinda
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patojenin giderek artan zarari, duyarli ¢am tiirleri ile yapilan
plantasyonlarin  yogunlagmasi ve c¢evresel degisimlere
atfedilirken, hastalik epidemilerinin siklikla kuraklik, dolu
zarart gibi stres faktorleri ile iliskili oldugu ortaya
konulmustur (Fabre vd., 2011; Stanosz vd., 2001a).
Fungusun konukgularinda hastalik belirtisi gostermeden
latent olarak kalabildigi (Flowers vd., 2001; Stanosz vd.,
2001b; Stanosz vd., 1997; Stanosz vd., 2007), bununla
birlikte agac fizyolojisinde meydana gelen degisimlerin
hastalik simptomlarinin ortaya c¢ikismi tesvik ettigi
bilinmektedir (Desprez-Loustau vd., 2006). Buna gore bu
firsat¢1 patojen bitkilerin govde, dal, ibre, cigek, kozalak ya
da tohumlarin1 enfekte ettikten sonra bu dokular igerisinde
uzun yillar belirti gostermeden bekleyebilmekte ve
nihayetinde konukc¢usunun strese girmesinin ardindan
belirtileri ortaya ¢ikmaktadir (Bihon vd., 2011). Patojenle
bulasik agaclarda ilk asamada tepede deformasyonlar
olusmaya baslarken, uzun yillar siiren enfeksiyonlarda
agaclar zay1f diismekte ve herhangi bir stres faktoriine maruz
kalan bu agaclar tek bir vejetasyon doneminde 6lebilmektedir
(Blumenstein vd., 2020; Capretti vd., 2013).

Patojen, olii siirgiinler, ibreler ve kozalaklar iizerinde
gelisen tlreme yapilarindan salinan sporlar ile kisa
mesafelerde yayilir (Capretti vd., 2013). Bununla birlikte,
kozalak, tohum ve fidan gibi bitki materyalleri fungusun uzun
mesafelere yayilisinda 6nemlidir (Burgess ve Wingfield,
2002; Stanosz vd., 2007). Belirti gostermeyen bitkilerde
fungusun latent olarak bulunabilmesi, enfekteli materyallerin
tasinmasi ile hastaligin yayilisinda 6nemli bir etkiye sahiptir.
Smith vd. (2000) tarafindan, tohum hareketliliginin bu
patojenin diinya ¢apindaki yayilisina en fazla katkida bulunan
faktdor oldugu belirtilmistir. Tohum ve kozalaklarin bu
patojene kars1 ¢ok hassas oldugu (Peterson, 1977) ve bunlarin
patojen tarafindan en fazla kolonize edilen bitki kisimlari
oldugu uzun yillardir bilinmektedir (Munck vd., 2009;
Santini vd., 2008; Smith vd., 2002). Fungus, sarigam ve
karagam da dahil olmak iizere bircok c¢am tiiriiniin
tohumunda tespit edilmistir (Decourcelle vd., 2015; Smith
vd., 2015; Vujanovic vd., 2000). Tohum enfeksiyonlari, uzun
mesafede (uluslararasi ticaret ya da bolgeler arasi tohum
hareketliligi) patojenin yayilmast ve hastalik
epidemiyolojisinde kritik 6neme sahiptir. Fungusla bulagik
tohumlarin kullanilmasi, patojenin ozellikle fidanliklara
bulagmasina yol agabilecek potansiyel bir aragtir (Smith vd.,
2015).

Diplodia sapinea’nin sebep oldugu ¢am siirgiin yanikligi
hastalig1 lilkemizde de g¢amlarin yaygin hastaliklarindan
biridir (Oskay vd., 2018b). Patojen iilkemizde Akdeniz
Bolgesi'nden Bati Karadeniz’e, Marmara Bolgesi’'nden
Giiney Dogu Anadolu’ya, tiim yerli ¢am tiirlerimiz (Pinus
halepensis Mill, P. brutia Ten., P. nigra Arnold, P. sylvestris
L., P. pinea L.) ile baz1 egzotik ¢am tiirlerinde [Pinus radiata
D. Don, P. brutia var. elderica (Medw.), P. pinaster Aiton,
P. taeda L.] (Dogmus-Lehtijarvi vd., 2007, 2014; Laz vd.,
2018; Ozkazang ve Maden, 2013; Soylu vd., 2001; Siimer,
2000; Unligil ve Ertas, 1993; Yeltekin, 2015; Aday Kaya vd.,
2019) ve Duglas Goknar1 Goknart [Pseudotsuga menziesii
(Mirb.) Franco] ile Toros sedirinde (Cedrus libani A. Rich)
rapor edilmistir (Aday Kaya vd., 2014; Oskay vd., 2018a).
Hastalik, kentsel alanlarda, park ve bahgelerdeki camlarda da
tespit edilmistir (Oskay vd., 2018¢; Unal vd., 2018; Unligil
ve Ertag, 1993). Bunlarin da o6tesinde, D. sapinea’nin,
iilkemizde ¢esitli cam tiirlerine ait tohum bahgelerinde de
Onemli zararlara sebep oldugu bilinmektedir (Aday Kaya vd.,

2019; Dogmus-Lehtijarvi vd., 2014). Patojenin, Kefken
Orman Isletme Sefligi (Adapazari) smrlar icerisinde
bulunan karagam ve sarigam tohum bahgelerinde 6nemli
oranda tahribata yol actigi (Dogmus-Lehtijarvi vd., 2014),
yine ayni isletme sefligi sinirlarinda yer alan P. radiata, P.
pinaster ve P. menziesii tohum mescerelerinde de oldukca
yaygin ve Onemli zararlara sebep oldugu tespit edilmistir
(Aday Kaya vd., 2019; Yeltekin, 2015). Bunlara ek olarak,
Sanli vd. (2010) tarafindan da Balikesir’de bir karacam
tohum bahgesinde de yogun D. sapinea zarari tespit
edilmigtir. Bununla birlikte, iilkemizde, bu patojenin ¢am
tohumlarindaki varliginin ve tohumlar ya da kozalaklar
araciligi ile fidanliklara ve orman alanlarina taginma riskinin
ortaya konulmasina yonelik bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Orman Agaglari ve Tohumlari Islah Arastirma Enstitiisii
Midiirliigi (OATIAEM) (2021)’ne gore iilke genelinde 55
adet karacam ve 21 adet saricam tohum bahgesi
bulunmaktadir. Yiiksek maliyetlerle kurulan bu tohum
kaynaklari, yeterli miktar ve kalitede tohum saglanamamasi
durumda iptal edilebilmektedir. Bugiine kadar tesis edilen
karacam ve sarigam tohum bahgelerinden sirasiyla 18 ve 7
adedi gesitli sebeplerden otiirii iptal edilmis durumdadir. Tptal
edilen bu bahgelerden bazilarinda Diplodia sapinea’nin
siddetli zarar1 tespit edilmistir (Aday-Kaya vd., 2019;
Dogmus-Lehtijarvi vd., 2014; Sanli vd., 2010; Yeltekin,
2015). Fungusun tohum bahgelerinde tespit edilmis olmas1 bu
patojenin, iilkemiz ormanciligi i¢in tohum kaynagi gorevi
iistlenen tohum bahgelerinden toplanan kozalaklar ya da
tohumlar araciligi ile yayillma ihtimali olabilecegini
diisiindiirmektedir. Tohum bahgeleri, mescereleri ve bu
alanlardan toplanan tohumlarda bu patojenin bulunup
bulunmadigmin arastirilmasi, hem bu alanlarda hastalikla
miicadelede, hem de tohumlar aracilig: ile yayilmasinin
engellenmesinde oldukga 6nemlidir.

Bu ¢aligma, D. sapinea ile enfekteli oldugu bilinen iptal
edilmis bazi tohum bahgelerinden toplanan tohumlarda bu
fungusun varliginin ve yogunlugunun belirlenmesi amaci ile
yiiriitiilmiigtiir. Caligmada, fungus izolasyonunda klasik
yontemlerden faydalanilmis, teshisler molekiiler yontemlerle
dogrulanmistir.

2. Materyal ve yontem
2.1. Arastrmada kullanilan tohumlarin temini

Tohumlar, Sakarya Orman Bélge Miidiirliigii, Izmit-
Kefken igletme sefligi smirinda bulunan ve cesitli
sebeplerden otiirii kullanimi iptal edilen {i¢ adet karagam
tohum bahgesi [Ulusal kayit no (UK) 49, 52 ve 53] ile 1 adet
sarigam tohum bahgesinden (UK 92) toplanan kozalaklardan
ekstrakte edilmistir. Kozalaklar 2017 yili Aralik ayinda,
agaclara ¢ikilarak her bir tohum bahgesinden en az 3 agagtan
ve en az 10’ar kozalak olacak sekilde rastgele toplanmigtir.
Calisma kapsaminda, iptal edilen tohum bahgelerinden temin
edilen tohumlar yaninda, kontrol grubu olarak, aktif
durumdaki bir adet karagam tohum bahgesi (Ulusal kayit no
73) ve bir adet saricam tohum megceresinden (Ulusal kayit
no 156) temin edilen tohumlar da kullanilmigtir. Buna gore,
calisma kapsaminda, dordii iptal edilmis, ikisi aktif durumda
olmak tizere toplam alt1 farkli tohum kaynagindan temin
edilen tohumlar kullanilmistir (Cizelge 1). Toplanan
kozalaklar OATIAEM’e getirilerek miidiirlik biinyesinde
bulunan 1sitmali inkiibatorlerde 45°C de 2 giin kurutulduktan
sonra ¢ikarilmustir.
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2.2. Tohum kalite kontrol testleri

Tohumlar temin edildikten sonra OATIAEM, Tohum
Kalite Kontrol Laboratuvarinda bindane agirliklar1 ve
¢imlendirme testleri ile tohum ¢imlenme yiizdeleri (CY) ve
enerjileri (CE) belirlenmistir. Her bir tohum kaynagina ait
tohumlarin bindane agirligi 8 yinelemeli olarak 100’erli
gruplar halinde rastgele segilen tohumlarin elektronik hassas
terazide tartildiktan sonra, 8 yinelemenin ortalamasinin alinip
10 ile ¢arpilmast sureti ile hesaplanmistir (ISTA, 1996).

Tohumlarda ¢imlendirme testleri her bir tohum kaynagi
icin 50 adet tohumda 4 vyinelemeli olarak, Jacobsen
¢imlendirme havuzunda gergeklestirilmistir (6 tohum
kaynagi x 50 tohum x 4 tekrar). Bunun i¢in tohumlar spiralli
filtre kagitlarina birbirlerine degmeyecek sekilde dizilmis ve
25° C ye ayarlanmigs Jacobsen ¢imlendirme havuzlarina
almarak %60-70 nem kosullarinda ¢gimlenmeye birakilmustir.
Yedinci ve 28. giinlerde yapilan degerlendirmelerde
¢imlenen tohumlar sayilmistir. Kékeiigii, tohum boyunun 1-
1,5 kat1 olan tohumlar ¢imlenmis kabul edilmistir. Cimlenme
testleri sonras1 ¢cimlenme enerjisi 7. giin, ¢imlenme yiizdesi
ise 28. giin sayim sonuglarina goére, asagidaki denklemler
(Denklem 1;2) yardimu ile hesaplanmugtir.

ni
CE (%) = Zl:\l x100 o
nii
CY (%)= (%) = Z}\I x100 )
CE (%) : Cimlenme enerjisi,
ni : 7. glindeki ¢imlenme sayisi,
CY (%) : Cimlenme yiizdesi,
nii : 28. giindeki ¢imlenme sayist,
N : toplam tohum say1s1

2.3. Tohumlarda Diplodia sapinea enfeksiyonlarinin tespiti

Tohumlar, D. sapinea ile bulasik olup olmadiklarini
belirlemek amaci ile Bavendamm ortamina (BA; 20g Agar,
15 g Malt ektrakt, 5 g tannik asit, pH 5; Bavendamm, 1928)
ekilmistir (Decourcelle vd., 2015). Tohumlar besi ortamina
ekim yapilmadan oOnce yiizey sterilizasyonuna tabi
tutulmustur. Yiizey sterilizasyonu icin tohumlar once
%75’lik etanolde 30 saniye, ardindan %4’lik NaOCl’de 5
dakika bekletilmis ve steril saf suda 5 dakika yikanip steril
kurutma kagitlar1 arasinda kurumaya birakilmigtir. Tohumlar
kuruduktan sonra igerisinde BA ortami bulunan 90 mm
capindaki Petri kutularina, her birine en fazla 10 adet tohum
olacak sekilde ekilmistir. Petriler 20°C’de inkiibe edilmis ve
tohumlardan gelisen fungal koloniler, 3, 5, 10. giinlerde
sayllmis ve ardindan izole edilmistir. Fungal kolonilerin
saymmi; i) fungal gelisim olmayan, ii) Diplodia sapinea-
benzeri koloniler (hizli gelisen, baslangigta beyaz daha sonra
koyu gri renge donen pamugumsu havai misel gelisimi
gosteren), iii) diger funguslar seklinde gergeklestirilmistir.

Tohumlarda D. sapinea enfeksiyon yogunlugu (D.
sapinea kolonizasyonu), her bir tohum kaynag i¢in, lizerinde
D. sapinea benzeri koloni gelisimi gézlemlenen tohumlarin
yiizdesi (D. sapinea gelisimi goriilen tohum adedi x100/
toplam tohum adedi) seklinde hesaplanmigtir. Fungal gelisim
goriilmeyen ya da diger funguslar tarafindan kolonize edilen
tohumlarin yiizdeleri de aymi sekilde hesaplanmustir.
Hesaplamalarda, tohum ekimini takip eden 10. giinde yapilan
koloni sayimlari esas alinmistir.

Tohumlara ek olarak, tohumlarin ¢ikarildigi kozalaklarda
da D. sapinea’nin varligi morfolojik olarak arastirilmistir.
Bunun ig¢in, iptal edilmis tohum bahgelerinden getirilen
kozalaklardan tohum ¢ikarma islemi tamamlandiktan
kozalaklarin tiimii, izerinde D. sapinea’ya ait tireme yapilari
(piknitler), bu yapilarn tespit edilmesi durumunda fungusun
karakteristik ~ sporlarinin  varligi  bakimindan  stereo-
mikroskop ve 151k mikroskobu kullanilarak morfolojik olarak
incelenmistir.

Cizelge 1. Kullanilan tohumlarin tohum kaynaklarina iliskin bilgiler

Aga Tohum Kullanim Bolge Isletme . Tesis
oy kaynag tiirii durumu UK Orijin mﬁdﬁr%ﬁgﬁ mijsdiirliigii Seflik Yil
49 Alagam-Gblciik Sakarya [zmit Kefken 1980
Karagam Tohum Iptal edilmis 52 Bayindir-O_va_mk Ars. Ormani Sakarya izm@t Kefken 1982
bahgesi 53 Denizli-Kocabag Sakarya Izmit Kefken 1983
Aktif 73 Nazilli-Saricaova Mugla Kemer Akcay 1990
E;I:‘Q“e':l iptal edilmis 92 Daday-Sarigam Sakarya fzmit Kefken 1982

Sarigam Tohum
Aktif 156 Camlidere-Benliyayla Sakarya Camlidere Benliyayla 1972

mesceresi
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2.4. Tiir teghisinin dogrulanmasi ve diger funguslarin
tanilanmasi

BA ortaminda gelisen D. sapinea benzeri ve diger
funguslar olarak gruplandirilan fungal koloniler aseptik
kosullarda icerisinde patates dekstroz agar (PDA) bulunan 60
mm ¢apmndaki  Petri  kaplarma transfer edilerek
saflastirilmigtir.

Diplodia sapinea-benzeri izolatlarin tiir teshisinin
dogrulanmasinda ve diger funguslara ait funguslarin
teshisinde molekiiler yontemlerden faydalanilmistir. Bunun
i¢in, her bir tohum kaynagina ait tohum grubundan izole
edilen i) D. sapinea-benzeri izolatlardan 1-5 adet ii) diger
funguslara ait izolatlardan makroskopik karakteristikleri
bakimindan teshisi yapilamayanlar segilmistir. Secilen tiim
izolatlardan ilk olarak DNA izolasyonu yapilmig, ardinda ITS
gen bolgeleri ¢ogaltilarak dizilemeye gonderilmistir. D.
sapinea-benzeri izolatlarin tiir tanisinin dogrulanmasinda,
ITS dizilemesine ek olarak tiire 6zgii primerlerle geleneksel
PCR da yapilmigtir. Kullanilan yontemlerin detaylar1 asagida
verilmistir.

Fungal izolatlar, lizerinde selofan membran bulunan PDA
besi ortaminda 1-2 hafta boyunca 24 °C ‘de gelistirilmis,
gelisen miseller bistiiri yardimiyla selofandan kazinarak,
steril porselen havanlar igerisinde sivi azot yardimi ile toz
haline getirilmistir. Her bir fungal izolata ait DNA,
Nucleospin Plant 1l miniprep (Macherey-Nagel, Hoerdt,
France) kiti kullanilarak, fretici firmanin talimatlari
dogrultusunda ekstrakte edilmistir.

PCR amplifikasyonlarinda ITS rRNA boélgesi iiniversal
primer seti ITS1 (5>~-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ve
ITS4 (5>-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")
kullanilmigtir (White vd., 1990). Elde edilen PCR iiriinleri
%]1’lik agaroz jel lizerinde etidiyum bromid ile boyanarak
yiiriitiilmiis ve bant olusumu goriilen PCR iiriinleri, ticari bir
firmaya (SENTEBIOLAB, Ankara) gonderilerek
dizilenmistir. 1zolatlara ait DNA dizilerinin, gen Bankasinda
yer alan diziler ile benzerliklerinin karsilastirilmasinda NCBI
(National Center for Biotechnology Information) web
sitesinde yer alan nucleotideblastn programi kullanilmistir.

D. sapinea benzeri izolatlarin tir teshisinin
dogrulanmasinda Smith ve Stanosz (2006) tarafindan
gelistirilen tlire 6zgli primer giftleri DpF (5° CTTATA
TATCAAACTAATGTTTGCA 3°) ve BotR (5
GCTTACACTTTCATTTATAGACC ‘3) kullanilmigtir.

PCR amplifikasyonu Smith ve Stanosz (2006)’da belirtilen
bilesenleri

reaksiyon karigimi ve dongii kosullarinda

a)

Bindane Agirhg (g)

I'B49 IB52

iptal Edilmis

I'B53 IB92

T™M156
AKktif

iptal
Edilmis

Karacam Sarigam

b)

Ya
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gergeklestirilmigtir.  PCR riinleri %2’lik agaroz jelde
ayrilarak etidiyum bromid ile boyanarak jel goriintiileme
sisteminde fotograflanmus, jel lizerinde 650bp’lik bantlarin
bulunmasi durumunda izolatin tamisi D. sapinea olarak
dogrulanmistir. PCR reaksiyonlarinda negatif (yalnizca steril
saf su igeren) ve porzitif (referans D. sapinea izolatinin
DNA’s1) kontrol kullanilmigtir.

3. Bulgular
3.1. Tohum kalitesi

Iptal edilmis karagam tohum bahgelerinden (TB49, TB52
ve TB53) temin edilen tohumlarin bindane agirliklar: 8,0 -
10,0 g, ¢imlenme enerjileri %1,0-2,0 ve ¢imlenme yiizdeleri
%3,0-5,0 arasinda Olgiiliirken, aktif durumdaki karagam
tohum bahgesinden (TB73) temin edilen tohumlarin bindane
agirhgr 21,1 g, cimlenme enerjileri %77 ve ¢imlenme
yiizdeleri %79 olarak belirlenmistir (Sekil 1a; Sekil 1b).
Sarigam tohumlarinda bu degerler iptal edilmis tohum
bahgesine ait tohumlar (TB92) i¢in sirasi ile; 4,1g, %2,0 ve
%1,0, aktif tohum mesceresine ait tohumlar (TM156) i¢in 7,5
g, %15,0, %32,0°dir (Sekil 1).

3.2. Tohumlarda D. sapinea enfeksiyon yogunlugu

Dordii iptal edilmis tohum bahgesi olmak {izere, alt1 farkli
tohum kaynagindan 70 ila 200 arasinda, toplam 1023 adet
tohum, D. sapinea ile bulagik olup olmadiklarini belirlemek
amaci ile BA ortamma ekilmis, tohumlardan gelisen D.
sapinea kolonileri, fungusun enfeksiyon yogunlugunu
belirlemek amaci ile sayilmistir. Buna gore bu calisma
kapsaminda iptal edilmis karacam ve sarigam tohum
bahgesinden gelen 625 tohumun (sirastyla 555 ve 70 adet)
%70’inin (sirastyla %72 ve 57) D. sapinea ile bulasik oldugu
tespit edilmistir (Sekil 2, Cizelge 3). Iptal edilmis tohum
bahgelerinde en yiiksek D. sapinea enfeksiyonu TB53 nolu
karagam tohum bahgesinde (%86), en diisiik enfeksiyon
yogunlugu TB92 sarigam tohum bahgesinde belirlenmistir
(%57; Sekil 2). Buna karsilik, aktif tohum kaynaklarindan
sadece TM156 nolu tohum mesceresinde tek bir tohumdan
(%0,50) D. sapinea izole edilmis, karagam tohum bahgesinde
(TB73) ise patojen tespit edilmemistir (Sekil 2, Cizelge 3).

Kozalaklar iizerinde yapilan incelemeler sonucunda;
TB49, TB52, TB53 ve TB92 nolu iptal edilmis tohum
bahgelerinden toplanan kozalaklarm tiimiinde fungusun
iireme yapilari tespit edilmistir.
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Sekil 2. Iptal edilmis ve aktif durumdaki tohum kaynaklarindan temin edilen tohumlarda Diplodia sapinea ve diger funguslarmn

kolonizasyon oranlari (%)

3.3. Diplodia sapinea tiir teshisinin dogrulanmasi

Tohumlarda bir (TM156) ila 136 (TB52) arasinda olmak
iizere D. sapinea-benzeri koloni gelisimi gozlemlenmistir.
TM156 tohumlarinda sadece bir D. sapinea-benzeri izolat
elde edilmis, TB73’de ise D. sapinea-benzeri koloni gelisimi
goriilmemistir (Cizelge 2). Tohumlardan gelisen bu koloniler
saflastirilmis ve D. sapinea-benzeri toplam 15 izolat (TB49-
TB53 iiger izolat, TB92 bes izolat ve TM 156 bir izolat;
Cizelge 2, Cizelge 3) molekiiler tani ig¢in degerlendirmeye
alinmustir. D. sapinea’ya 6zgii primerler ile test edilen tiim
izolatlar pozitif sonug vermis (Cizelge 2). Buna ek olarak, ii¢
izolatin; FO2018TB49AT15, FO2018TB92AT10 ve
FO2018TM156AT13, ITS dizileri, genbankasinda yer alan
Diplodia sapinea tip materyali (CBS 393.84, GenBank kayit
no: NR_152452.1) ile karsilagtirilmis, izolatlar bu referans
materyalle %99  (FO2018TB49AT15) ve %100
(FO2018TB92AT10 ve FO2018TM156AT13) benzerlik
gostermistir (Cizelge 2). Buna gore, tohumlardan gelisen ve
D. sapinea benzeri olarak gruplandirilan tiim izolatlarin tanisi
D. sapinea olarak dogrulanmigtr.

3.4. Tohumlardan izole edilen diger funguslar

Tiim tohumlarda, 13 farkli cinste fungus teshis edilmistir.
Bunlara ek olarak, tohumlarda teshisi yapilamayan mayalar
ve bazi funguslar da tespit edilmistir (Cizelge 3). Alternaria
spp., Sydowia polyspora (Bref. & Tavel) E. Miill., Mucor

spp., tim tohum kaynaklarindan gelen tohumlarda tespit
edilen yaygin funguslardir. Nigrospora sp., Trichoderma spp.
ve Trichothecium roseum (Pers.) Link, hem iptal edilmis hem
aktif durumdaki tohum kaynaklarina ait tohumlarda tespit
edilen funguslardir. Tek bir tohum kaynaginda tespit edilen
funguslar ise yogunluklar bakimindan sirastyla Chaetomium
sp. (TB73), Scytalidium sp. (TB73), Fusarium sp. (TB49),
Xylaria sp. (TB49), Clonostachys rosea (Link) Schroers,
Samuels, Seifert & W. Gams (TB92)’dir.

Tohumlarda D. sapinea digindaki diger funguslarin
kolonizasyon oranlar1 iptal edilen tohum bahgelerinde
%11,04 (%1.28 - 24,29), aktif durumdaki tohum bahgelerinde
ise %34,17 (%8,00 - 60,61) olarak belirlenmistir (Sekil 2,
Cizelge 3). Iptal edilmis tohum bahgeleri arasindan diger
funguslarin en yogun tespit edildigi tohumlar TB92 no’lu
saricam tohum bahgesi tohumlar1 (%24,29) olup, en yaygin
fungus % 7,14 oraninda Sydowia polyspora olarak teshis
edilmis, bunu Trichoderma spp. (%4,29) takip etmistir. Diger
funguslarin kolonizasyon oraninin en diisiik oldugu tohum
kaynagi ise TB53 (%1,28) olup bu tohumlarda D. sapinea
disinda yalnizca Alternaria spl. ve Trichothecium roseum
izole edilmistir (Sekil 2, Cizelge 3). D. sapinea enfeksiyonun
tespit edilmedigi TB73 nolu tohum bahgesinde fungal
kolonizasyon oran1 %60,61°dir. Bu tohumlarda en yaygin
funguslar arasinda sirasiyla, teshisi yapilmayan mayalar
(%15,15), Sydowia polyspora, Alternaria spp., Chaetomium
sp., Aspergillus spp., Nigrospora sp., Penicillium spp.,
Scytalidium sp., Mucor sp. yer almistir (Cizelge 3).
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Cizelge 2. Farkli molekiiler yontemlerle tanisi kesinlestirilen Diplodia sapinea izolatlar (-: ilgili iglem bu izolat igin
yapilmamistir; +: izolatin tanisi ilgili yontemle Diplodia sapinea olarak kesinlestirilmistir; *:izolatin Genbankasinda yer alan
Diplodia sapinea tip materyali NR 152452.1 ile benzerlik oran1 parantez iginde verilmistir)

Dogrulama yontemi

Agag tiirii Tohum kaynag: tiiri ~ Kullanim durumu Uk_No Izolat ad1 ITS dizileme” Tiire 67g cPCR
FO2018TB49AT1 - +
TB49 FO2018TB49AT2 - +
FO2018TB49AT15 + (%99) +
FO2018TB52AT4 - +
. Iptal Edilmis TB52 FO2018TB52AT5 - +
Karagam Tohum Bahgesi FO2018TB52AT6 } +
FO2018TB53AT7 - +
TB53 FO2018TB53AT8 - +
FO2018TB53AT9 - +
Aktif TB73 1zole edilmedi
FO2018TB92TRDIP90 - +
FO2018TB92TRDIP91 - +
S Tohum Bahgesi Iptal Edilmis TB92 FO2018TB92AT10 +(%100) +
anisam FO2018TBO2AT11 - +
FO2018TB92AT12 - +
Tohum Mesceresi Aktif TM156 FO2018TM156AT13 +(%100) +
Cizelge 3. Tohumlarda tespit edilen diger funguslar ve kolonizasyon oranlar1 (%)
Kullanim durumu Iptal edilmis Aktif
Agag tiirii Karagam Sarigam Karagam Sarigam
Tohum kaynagi TB49 TB52 TB53 TB92 Ortalama TB73 TM156 Ortalama
Fungi Kolonizasyon (%)
Diplodia sapinea*? 63,82 68,00 85,90 57,14 69,92 0 0,50 0,25
Diger Funguslar
Alternaria spp. 4,02 4,00 0,64 1,43 2,88 9,60 1,00 9,80
Alternaria spl 0,50 0,50 0,64 1,43 0,64 2,53 1,00 1,76
Alternaria sp2 0 0 0 0 0 3,03 0 1,51
Alternaria sp3 2,01 1,50 0 0 1,12 4,04 0 2,01
Alternaria sp4 1,51 2,00 0 0 1,12 0 0 0
Aspergillus spp. 0 0 0 0 0 3,54 0,50 2,01
Aspergillus spl 0 0 0 0 0 2,02 0,50 1,26
Aspergillus sp2 0 0 0 0 0 1,52 0 0,75
Aspergillus sp3 0 0 0 0 0 0 0 0
Chaetomium sp. 0 0 0 0 0 5,56 0 2,76
Clonostachys rosea 0 0 0 1,43 0,16 0 0 0
Fusarium sp. 151 0 0 0 0,48 0 0 0
Mucor spp. 1,01 1,00 0 2,86 0,96 2,02 0,50 1,26
Mucor spl. 0 0 0 2,86 0,32 1,52 0 0,75
Mucor sp2. 1,01 1,00 0 0 0,64 0,51 0,50 0,50
Nigrospora sp.™ 0 2,00 0 1,43 0,8 3,03 0 1,51
Penicillium spp. 2,51 2,00 0 2,86 1,76 3,54 1,00 2,26
Scytalidium sp™ 0 0 0 0 0 2,53 0 1,26
Sydowia polyspora 3,52 1,50 0 7,14 2,4 9,60 1,50 5,53
Trichoderma spp. 0 0 0 4,29 0,48 1,52 1,00 1,26
Trichothecium roseum 0 0 0,64 0 0,16 0,51 0 0,25
Xylaria sp.™ 0,50 0 0 0 0,16 0 0 0
Teshis edilemeyen funguslar 1,00 0,50 0 2,86 0,80 19,19 2,50 10,81
Diger funguslar toplam kolonizasyon 14,07 11,00 1,28 24,29 11,04 60,61 8,00 34,17

*Teshis, ITS dizilemesi ile gergeklestirilmistir. @ Teshis detaylari 3.3 ve Cizelge 2’°de sunulmustur. ® izolatlar Nigrospora osmanthi tip materyali (NR_153474.1) ile %99
benzerlik gostermistir. ¢ Izolatlar Scytalidium circinatum tip materyali (NR_160180.1) ile %98 benzerlik gostermistir. ¢ izolatlar Xylaria sp. (KF573972.1) ile %98
benzerlik gostermistir.
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4. Tartisma

Dogmus-Lehtijarvi vd. (2014), TB52, TB92 ve TB93
nolu iptal edilmis tohum bahgelerinde geriye dogru 6liim ve
stirgiin yanikligi simptomlarindan Diplodia sapinea’nin
sorumlu oldugunu ortaya koymus, bu tohum bahgelerinde
fungusun zarar siddetini sirasiyla %59, 34 ve 24 olarak tespit
etmistir. Bununla birlikte giderek artan tohum kayiplarindan
da bu fungusun sorumlu olabilecegini belirtmislerdir. Bu
caligmaya ek olarak, 49 no’lu karagam tohum bahgesinin de
iginde yer aldig1 ¢cam plantasyonlarinda da D. sapinea tespit
edilmistir (Aday-Kaya vd., 2019; Yeltekin, 2015). Ancak s6z
konusu caligsmalar kapsaminda D. sapinea’nin tohumlardaki
varlig1 ve tohum kayiplan ile iligkisi arastirilmamstir. Bu
calismamizda, iptal edilmis tohum bahgelerinden temin
edilen tohumlarin timiinde D. sapinea tespit edilmistir. Bu
caligma ile tlkemizde D. sapinea belirtilerinin gorildigi
tohum bahgelerinde, fungusun tohumlar1 da enfekte
edebildigi ilk kez ortaya konulmustur.

Karacam (TB49, TB52 ve TB53) ve saricam (TB92)
tohumlarinda D. sapinea enfeksiyon orani sirastyla %64, 68,
86 ve 57 olarak belirlenmistir. Diplodia sapinea diinya
capinda birgok ¢am tiirline ait tohumlarda tespit edilmistir
(Bihon vd., 2011; Cleary vd., 2019; Decourcelle vd., 2015;
Fraedrich vd., 1994; Rees ve Webber, 1988; Romero, 1997
Smith vd., 2002; Smith vd., 1996; Vujanovic vd., 2000;
Zakaullah, 2000). Bununla birlikte bu ¢aligmalarin ¢ogunda
D. sapinea ile bulasik tohum oranlari nispeten disiiktiir.
Ornegin Vujanovic vd. (2000) Kanada’da bir arboretumda
¢esitli ¢am tiirlerinin tohumlarinda fungal enfeksiyonlar
arastirdigl ¢alismasinda, ¢amlarda D. sapinea enfeksiyon
oranini ortalama %4 civarinda bulmustur. Bihon vd. (2011),
Giiney Afrika’da  yaptigi ¢alismasinda P. radiata
tohumlarinda D. sapinea enfeksiyon oranini %2 olarak tespit
ederken, P. patula tohumlarindan bu fungusun izole
edilmedigini  bildirmistir. Smith vd. (2015), yiizey
sterilizasyonu yapilmis ya da yapilmamis Pinus resinosa ve
P. banksiana tohumlarinda D. sapinea enfeksiyon oranlarini
%0-4,7 arasinda tespit etmislerdir. Diger taraftan bazi
¢aligmalarda ise nispeten daha yiiksek oranlarda D. sapinea
enfeksiyonlari tespit edilmistir. Ornegin, Smith vd. (2002),
ylizey sterilizasyonu yapilmamis P. patula tohumlarinda D.
sapinea enfeksiyon oranini %23 olarak belirlemistir.
Decourcelle vd. (2015), siddetli D. sapinea enfeksiyon
belirtileri gosteren bir cam plantasyonundan toplanan
tohumlar ile, daha 6nceden D. sapinea’nin varhgmin tespit
edilmedigi saghkli goriinen bir mescereden toplanan
tohumlarda fungusun yogunlugunu sirasiyla %38 ve %57
olarak tespit etmislerdir. Enfeksiyon oranlarinin genis oranda
cesitlilik ~ gOstermesinde,  aragtirmalarda  kullanilan
yontemlerin 6nemli bir etkisi olabilir (Decourcelle vd., 2015;
Smith vd., 2015). Nitekim Decourcelle vd. (2015),
calismasinda enfeksiyon oranmin yiiksek bulunmasinin,
fungus izolasyonunda segici bir ortam olarak Bavendamm
ortaminin kullanimindan kaynaklandigni, diger calismalarda
yaygin olarak tercih edilen PDA gibi genel besi ortamlarinda
ayn1 tohum partisine ait 6rneklerde bu fungusun izolasyon
oraninin %17 oldugunu, Blodgett ve Swart ortamlarinda ise
tohumlardan fungusun izole edilemedigini bildirmislerdir.
Bu ¢alismamizda da Decourcelle vd. (2015)’de oldugu gibi
Bavendamm ortami kullanilmistir. Buna gore bu ortamin
karagam ve saricam tohumlarinda bu fungusun segici
izolasyonu igin etkili bir ortam oldugu da belirlenmistir.

Caligmamizda iptal edilmis karagam ve sarigam tohum
bahgelerinden temin edilen tohumlarin bindane agirliklarinin
normalden ¢ok daha diisiik oldugu (sirasiyla ortalama 9,2 ve
4,1g), ayrica ¢gimlenme yiizde ve enerjilerinin % 5’in altinda
oldugu tespit edilmistir. Saglikli karagamlarda bindane
agirhigy ortalama 22,5g, sarigam tohumlarinda ise 9,6g’dir
(Gezer ve Yiicedag, 2006). Ulkemizde yapilan birgok
calismada karacam ve sarigam tohumlarinin bindane
agirliklarinin  tohum kaynagina gore yiiksek varyasyon
gosterebildigi belirlenmistir. Ornegin Deligdz ve Gezer
(2005), tohum mescereleri, klonal tohum bahgeleri ve
plantasyonlarindan  topladiklar1 karagam tohumlarinin
bindane agirliklarinin 18-27g arasinda oldugunu bildirmistir.
S6z konusu ¢alismadaki yiiksek varyasyona ragmen, bizim
calismamizda karacam tohumlarinin bindane agirligi bu
araligin altindadir. Bu ¢aligmamizda iptal edilmis ii¢ karagam
tohum bahgesine ait tohumlarin ¢imlenme yiizdeleri ortalama
%4 olup, bu tohumlarin %64, 68 ve 86’sinin D. sapinea
tarafindan kolonize edildigi tespit edilmistir. D. sapinea’nin
tohum ciiriikliigiine sebep oldugu, tohumlarin ¢imlenme
enerjisini  ve yiizdesini Onemli oranda diisiirebildigi
bilinmektedir. Rees ve Webber (1988), D. sapinea ile yapay
olarak inokule edilen c¢am tohumlarinda ¢imlenme
ylizdesinin inokule edilmeyen tohumlara kiyasla %20
azaldigini tespit etmistir. Baska bir ¢alismada Bihon vd.
(2011) de yapay olarak inokule edilen ¢am tohumlarinda
¢imlenme ylizdesinin kontrole gore %38 azaldigin
bildirmistir. Buna ek olarak Rees ve Webber (1988) bazi1 D.
sapinea izolatlarinin, bazi ¢am tiirlerine ait 14-20 ginliik
fideciklerin %98’inin 6liimiine yol agabildigini de ortaya
koymuslardir. Bu bilgiler 1s181inda, ¢aligmamizda kullanilan
tohumlarin bindane agirliklarinin ve ¢imlenme 6zelliklerinin
azalmasinda bu fungusun onemli bir roliiniin oldugu ileri
striilebilir.

Bu c¢alismamizda kullanilan tohumlar, 45°C’de etiivde 2
giin bekletilen kozalaklardan g¢ikarilmis ve fungal izolasyon
oncesinde yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Buna
ragmen tohumlarda ortalama %70 gibi yiiksek oranda D.
sapinea tespit edilmistir. Decourcelle vd. (2015) 40 °C’de 1
saat tutulan kozalaklardan ¢ikarilan P. nigra subsp. laricio
tohumlarinda enfeksiyon oranmim 35 °C’de 10 giin bekletilen
ya da hi¢ 1s1 muamelesi gérmeyen tohumlara kiyasla daha
diisiik oldugunu belirlemistir. Diger taraftan Iturritxa vd.
(2011), P. radiata tohumlarinda, yiizey sterilizasyonunun D.
sapinea ve Fusarium circinatum igin engelleyici olmadigini,
ancak tohum ¢ikarma islemi sirasinda 55 °C’de 8 saat ya da
daha uzun siire bekletilen kozalaklardan ¢ikarilan tohumlarda
her iki fungusun da tohum yiizeyinden ve endosperminden
%100’e kadar elemine edilebildigini ortaya koymuslardir.

Bu calismamizda, tohumlarin yani sira, iptal edilmis
tohum bahgelerinden temin edilen kozalaklarin tiimiinde bol
miktarda D. sapinea piknidi tespit edilmistir. Fungus, oli
stirglinler, ibreler ve kozalaklar iizerinde iireme yapilar
olusturur ve buradan salinan sporlar ile kisa mesafelere,
ornegin ayni mescere i¢inde ya da civar mescerelere yayilir
(Capretti vd., 2013). Ozellikle kozalaklar {izerinde fungusun
bol miktarda {ireme yapisi olusturabilmesi ve bu iireme
yapilarinda iretilen sporlarin  uzun siire canlilifim
koruyabilmesi, hastaligin yeni bireylere bulagsmasinda ve
yayilmasinda kritik bir role sahiptir (Munck vd., 2009;
Santini vd., 2008; Smith vd., 2002). Ornegin Smith vd.
(2002), geng P. patula siirgiinlerinin, agaglarda asili bulunan
kozalaklardan yayilan sporlar aracilif ile enfekte edildigini
ortaya koymustur. Bu sebeple birgok ¢alismada, hastaligin
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belirli bir alandaki yogunlugunun ve yayilma riskinin
belirlenmesinde fungusun kozalaklardaki yogunlugunun ve
inokulum miktarmm arastirldigr gériiliir. Ornegin Ttalya’da
yapilan bazi ¢aligmalarda fistik ¢ami kozalaklarinin %74 ve
%80’inin D. sapinea ile enfekteli oldugu belirlenmistir
(Feducci vd., 2009; Santini vd., 2008). Amerika’da yapilan
baska bir arastirmada ise iki farkli ¢am tiirtinde D. sapinea
iireme yapist bulunan kozalak oranlarinin %37-95 arasinda
oldugu belirlenmistir (Munck vd., 2009). Ulkemizde yapilan
bir aragtirmada, Aday-Kaya vd. (2019) sarigam ve karagam
kozalaklarinda D. sapinea bulunma oranlarini sirasiyla %81
ve 88 olarak bildirmis, bu kozalaklardaki inokulum miktarini
ise yine sirastyla 1.3x10%ve 1.1 x10° olarak belirlemistir.

Bu ¢alisma sonucunda karagam ve sarigcam tohumlarinda,
D. sapinea’ya ek olarak Sydowia polyspora gibi diger
patojenik tiirler de tespit edilmistir. Tohumlarda tespit edilen
diger funguslar; Penicillium spp., Mucor spp., Aspergillus
spp., Alternaria spp., Ulocladium sp., Chaetomium sp.,
Trichoderma spp., Fusarium sp., Xylaria sp., Nigrospora
sp.’dir. Ulkemizde, orman agaglarimin tohumlarinda gériilen
funguslarin tespitine yonelik siirli sayida arastirma
bulunmaktadir (Akilli, 2004; Akilli ve Katircioglu, 2006;
Argun vd., 2014; Velioglu, 2001). Velioglu (2001), baz1 igne
yaprakli aga¢ tlirleri ve gladigyaya ait tohumlarda
¢imlendirme testleri sirasinda gozlemlenen funguslari, Akill
ve Katircioglu (2006) karagam, kizilgam ve sarigam tohum
mescerelerinden toplanmig tohumlarin fungal bulagikligini
belirlemistir. Her iki ¢aligma sonucunda tespit edilen
funguslarin genelde kozalak hasat ve tohum depolama
safthalarinda bulasan tiirler oldugu belirtilmigstir. Diger
taraftan Argun vd. (2014) tarafindan, karagam tohum
bahgeleri ve mescerelerinden toplanan tohumlarda bulunan

funguslar ve bunlarin  fidanlardaki  patojenisiteleri
aragtirtlmigtir.  Arastirmada,  belirlenen  funguslarin
¢ogunlugunun tohumlarda cilirimeye ve ¢imlenmeyi

engelleyici etkileri olan kiif funguslari oldugu belirlenmis,
caligma sonucunda yaygin kiif funguslarindan Penicillium
tirlerinin fidanlarda 6liime sebep oldugu, ayrica Fusarium
oxysporum ve Alternaria alternata’nin fidanlarda 6liime ve
gelisme geriligine sebep oldugu tespit edilmistir. Ulkemizde
yapilan diger ¢alismalar ile karsilastirildiginda, bu calisma ile
birlikte Diplodia sapinea, Sydowia polyspora, Xylaria sp. ve
Nigrospora sp.’nin ¢gam tohumlarindan ilk defa izole edildigi
anlasiimaktadir. Bununla birlikte, Cleary vd. (2019), Isveg,
Portekiz, ingiltere, ABD ve Tiirkiye’den cesitli gam tiirlerine
ait tohumlarm fungal topluluklarmi yiiksek verimli DNA
dizilemeye dayanan metabarkodlama yaklagimi ile molekiiler
olarak belirledikleri galigmalarinda, Tiirkiye’yi temsil eden
tohum Orneklerinde D. sapinea, Sydowia polyspora ve
Xylaria sp. molekiiler olarak tespit edilmistir. Diger taraftan,
s6z konusu calismada, Tiirkiye’den temin edilen P. pinaster,
P. nigra subsp. pallasiana, P. brutia, P. sylvestris, P. radiata,
P. halepensis ve P. pinea tohumlari arasindan P. sylvestris
tohumlarinda bu ii¢ fungus tespit edilmemistir. Buna gore bu
caligmada, tilkemizde sarigam tohumlarinda, D. sapinea ve S.
polyspora ilk kez belirlenmistir.

5. Sonug¢

Tohum ve kozalak zararlilar ile patojenik funguslar, igne
yaprakli tiirlerde kozalak ve tohum kayiplarindan sorumlu
baslica biyotik faktorlerdir. Ulkemizde gesitli cam tiirleri ile
kurulan, ana amaci saglikli ve yiliksek verimli tohum tiretimi
olan tohum 1slah tesislerinde kozalak ve tohum {iretimini ve

saglhigini 6nemli derecede sinirlandiran zararlilar {izerine bazi
arastirmalar bulunmakla birlikte (Aslan, 2018; Can, 2003;
Ozcankaya ve Can, 2006), kozalak ve tohumlarda, hastalik
etmeni funguslarin aragtirildigi ¢aligmalar yok denecek kadar
azdir. Bununla birlikte {ilkemizde orman agaci tohumlari ile
iligkili funguslarin arastirildigr smirli sayidaki caligmada,
tohumla tasinan hastaliklar ve bu baglamda i¢ ve dis
karantinada tohum patojenlerinin  tespitinin  Onemi
vurgulanmis olsa da (Akilli, 2004; Akilli ve Katircioglu,
2006; Velioglu, 2001) bu caligmalarda tohumlarin genel
mikobiotasinin belirlenmesi hedeflenmis ve ozellikle hasat
ve tohum depolama safhalarinda bulagsan saprobik fungal
tiirler tespit edilerek tohum sagligi hususunda yalnizca
tohumu etkileyen funguslarin, diger bir deyisle hasat ve
depolama kosullarinin uygunlugu iizerinde durulmustur
(Akilli ve Katircioglu, 2006; Argun vd., 2014; Velioglu,
2001).

Giiniimiizde, énemli birgok zararli organizmanin ulusal
ya da uluslararasi yayiliginda bulagik tohumlarin ciddi
boyutlarda risk teskil ettigi bilinmekte ve canli bitki ve tohum
ticareti hastalik etmenlerinin uzun mesafelerde iilkeler ve
kitalar arasinda taginmasinda 6nemli bir yol olarak kabul
edilmektedir (Cleary vd., 2019; Franic vd., 2019; Santini vd.,
2013). Dolayisiyla, tohumla tasinan patojenlerin tespiti,
hastaliklarin yeni alanlara taginmasinin ya da genis alanlara
yayilmasinin engellenmesinde olduk¢a 6nemlidir. Diplodia
sapinea tohumla taginan énemli bir orman patojenidir ve bu
patojenin tohumlarda tespiti, tohumlarin taginmasi (fidanlik
ve orman alanlarina) ya da ticareti (uluslararasi ya da iilke
icinde) ile hastaligin yayilmasiin engellenmesinde kritiktir.
Bu c¢alismamizda, D. sapinea karacam ve sarigam
tohumlarinda yiiksek bulagiklik oranlart ile tespit edilmistir.
Bununla birlikte ¢aligmada kontrol olarak degerlendirmeye
alinan saglikli bir sarigam tohum mesceresine ait tohumlarda
da %0,5 gibi diisik bir oranda da olsa D. sapinea tespit
edilmigtir. Fungusun belirti gdstermeyen orman alanlarinda
ve bu tiir alanlardan toplanan tohumlarda da bulunabilecegi
bilinmektedir. Ornegin Decourcelle vd. (2015), hastalik
belirtisi gdstermeyen agaglardan toplanan tohumlarda, belirti
gosteren bir orman alanindan toplanan tohumlara kiyasla
daha yiiksek oranda D. sapinea enfeksiyonu tespit etmistir.
Bu durum iilkemizde de saglikli ya da sagliksiz tohum
kaynaklarindan toplanacak tohumlarda bu fungusun
bulunabilecegine, dolayisiyla, enfekteli tohumlarin taginmasi
ile hastaligin yayilabilecegine isaret etmektedir. Nitekim
Smith vd. (2015) de, fidanliklarda ¢ok yiiksek miktarlarda
tohum kullanildigi g6z Onilinde bulunduruldugunda,
enfeksiyon orani ¢ok diisiik oranlarda bile olsa, bulasik
tohum kullanilmasinin  hastalifin ~ fidanliklara, fidan
yastiklarina tagmmasina yol agabilecek onemli bir risk
faktori oldugunu belirtmistir.

Tohumlarin yani sira, kozalaklar da patojenin yeni
alanlara bulagmasinda ve yayilmasinda olduk¢a 6nemlidir.
Iptal edilmis tohum bahgelerinin (TB49, TB52, TB53, TB92)
bulundugu bolgede daha 6nceden yapilan ¢aligmalarda (Aday
Kaya vd., 2019; Dogmus-Lehtijarvi vd., 2014; Yeltekin,
2015) ve bu calismada, kozalaklarda da yiiksek oranda D.
sapinea bulundugu belirlenmistir. Dolayisiyla hem kozalak
hem de tohumlarin kontrol edilmeden kullanimi, hastaligin
fidanlhklara ya da orman alanlarina tasinmasmna yol
agabilecek ciddi bir risk olusturmaktadir.

Orman hastaliklarinin yeni alanlara bulagmasinda ve
yayilmasinda fidanlik ve ormancilik uygulamalarinin etkisi
oldukca &nemlidir. Ornegin fidanliklarda tohumlarin
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kozalaklardan ¢ikarilmasinda kullanilan ya da dogal
genglestirmede kullanilan yontem kozalak ya da tohumda
bulunan enfeksiyonun fidanliga ya da dogal ormana
bulagsma/yayillma  riskini  etkileyecektir.  Ulkemizde,
kozalaklardan tohum ¢ikarma iglemleri genellikle tohumlarin
kullanilacagt ~ orman  fidanliklarinda  yapilmaktadir.
Kozalaklarin agikta serilerek 10-15 giin kadar bekletilmesini
esas alan “gilineste kurutma yontemi” gibi yOntemlerle
kozalaktan tohum c¢ikarma islemleri, kozalaklar iizerinde
bulunan iireme yapilarindan salmman sporlar aracilifiyla
hastaligin fidanlikta tretilen fidanlara bulagma riskini
dogurabilir. Bunun aksine yiiksek sicakliklarda (55-60 °C
gibi) kapali ve dar alanlarda 06zel 1sitma sistemleri
kullanilarak kozalaktan tohum ¢ikarma islemi D. sapinea ve
diger tohum patojenlerinin tamamen yok etmese de, hem
kozalaklar hem de tohumlardaki miktarini azaltabilir. Diger
taraftan, kozalakli dal serme gibi dogal genglestirmede
kullanilan yontemler D. sapinea iireme yapist bulunduran
kozalaklar araciligiyla hastaligin dogal gengliklere bulagsma
riskini dogurabilir.

Yasal onlemler, bilinen bitki hastaliklarinin yayilmasinin
engellenmesinde etkili bir miicadele yontemidir. Ulkemizde
yakin zamanda orman bitkisi tohumluklarinin {iretimi ve
ticaretinde usul ve esaslarin belirlendigi yeni yasal bir
diizenleme de yapilmustir'. Bu yasal diizenlemede orman
bitkileri tohumluklarinin {ilke igerisindeki hareketinde
istenen ozel sartlarin belirtildigi ekte, fidanlarda Diplodia
sapinea varliginin bitkisel materyal hareketliligine mani
teskil edebilecegi belirtilirken, tohumlarda bulunabilecegi
g6z 6nlinde bulundurulmamaistir. Bu ¢aligma, siddetli hastalik
belirtisi goriilen ya da hig hastalik belirtisi gériilmeyen orman
alanlarindan toplanan karagam ve sarigam tohumlarinda ve
kozalaklarinda bu patojenin bulunabilecegini net bir sekilde
ortaya koymaktadir.

Ulkemizde, tohum ekimi 6ncesinde tohumlarm kalite
kontrol testleri (bindane agirligi, rutubet orani ve ¢imlenme
%) rutin olarak OATIAEM tarafindan yapilmaktadir. Bu
testlere ek olarak, orman agaci tohumlarinda 6nemli
patojenlerin varliginin belirlenmesine yonelik testlerin de
yapilabilmesi i¢in olanaklarin saglanmasina yonelik
adimlarin atilmast dnemlidir. Bununla birlikte hali hazirda
bulunan imkéanlar dogrultusunda, en azindan tohum kalite
ozelliklerinin diigiik bulundugu durumlarda tohumlarda D.
sapinea’nin bulunup bulunmadiginin test edilmesi, hastaligin
yayiliginin engellenmesine yardimeci olacaktir. Fungusun
varliginin test edilemedigi durumlarda, disiik kaliteli
tohumlarin kullanimindan kesinlikle kag¢inilmasi onerilebilir.

Bu ¢aligmada toplam 6 farkli tohum kaynagindan gelen,
iki ¢am tiiriine ait tohumlar analiz edilmistir. Tohumlarda
fungal patojenlerin tespitine yonelik testlerin yapilabilecegi
kurumsal laboratuvarlarin gelistirilmesi ve daha etkili yasal
onlemlerin alinmasi hususundaki gerekliligin daha net bir
sekilde ortaya koyulabilmesinde, 0Ornegin  orman
fidanliklarimizdaki depolarda saklanan diger ¢am tiirlerinin
tohumlarinda da D. sapinea’nin ya da diger orman agaci
patojenlerinin belirlenmesine yonelik bilimsel aragtirmalarin
yapilmasi faydali olacaktir.

Tiim bunlar géz oniinde bulunduruldugunda, iilkemiz
kosullarinda kozalak ve tohumlarn kontrol edilmeden
kullaniminin, hastali§in fidanliklara ya da orman alanlarina
tasinmasina yol acabilecek ciddi bir risk olusturdugu
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anlagilmaktadir. Bununla birlikte fidanlik ve ormancilik
uygulamalari bu riskin azaltilmasinda etkili bir sekilde
kullanilabilir. Ulkemizde giderek daha ciddi problemlere
sebep olan ve 6zellikle kurakligin etkisi ile zarar siddeti artan
D. sapinea ve benzeri orman patojenlerinin yayilmasinin
engellenmesinde  fidanlik ve  ormancilik  pratiine
aktarilabilecek  tekniklerin  gelistirilmesine  ydnelik
aragtirmalara acilen ihtiyag¢ vardir.

Sonu¢ olarak, D. sapinea ile enfekteli tohum ve
kozalaklarin fidanliklara ve orman alanlarina tasinmasi
hastaligin yayilmasinda 6nemli bir risk faktorii olarak ele
alinmalidir. Bunun i¢in 6zellikle fidanliklara getirilecek ya da
getirilen kozalak ve tohumlarin fungusla bulasik olup
olmadigmin belirlenmesi gerekmektedir. Bununla birlikte,
fidanliklarda kozalaktan tohum c¢ikama islemlerinden
tohumun saklama ve ekim oncesinde gorebilecegi, patojen
aleyhinde ancak tohum c¢imlenmesi iizerinde de olumsuz
etkisi olmayacak fiziksel (1s1) ya da kimyasal (fungisit)
uygulama olanaklar1 {izerinde arastirmalarin yapilarak
uygulamaya aktarilmasi gerekmektedir.
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