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Ozet: Dothistroma ibre yanikligi, Lecanosticta kahverengi leke ibre yaniklig1 ve
Lophodermium ibre dokiilme hastaligi, diinya capinda, yayilis alanlar1 ve zararlari
giderek artan, cam tiirlerinin 6nemli hastaliklar1 arasinda yer alirlar. Bu
hastaliklara sebep olan funguslardan, Dothistroma septosporum, Dothistroma pini
ve Lecanosticta acicola karantinaya tabi zararli organizmalardir. Ancak bu
funguslarin ve sebep olduklar1 hastaliklarin iilkemizdeki durumlar tam olarak
bilinmemektedir. Bu ¢alismada, yukarida adi1 gecen 6nemli ibre hastaliklarinin
tespitinde, hizli ve gilivenilir bir yaklasim olarak molekiiler yéntemlerin kullanim
olanaklarimin ortaya konulmasi amac¢lanmistir. Bu amac¢ dogrultusunda, tiire
6zgii primerlerin kullanildig1 molekiiler bir yontemden faydalanilarak; Burdur ili
kizilcam ormanlarinda, bu hastaliklara sebep olan funguslarin ibre
orneklerindeki varliklar1 arastirilmistir. Calisma sonucunda, ibrelerde yalnizca D.
septosporum ve Lo. seditiosum’un bulundugu tespit edilmistir. Bu iki fungusun bir
arada goriilmesi, bu orman alanlarinin verimliligi ve siirdiirtlebilirligi agisindan
olduk¢a 6nemli bir tehdittir. Calismada, bu iki fungusun bulunma oranlarinin,
orneklerin toplandigi mescerelere ve yillara gore farklhliklar gosterdigi de
belirlenmistir. Bu sonuglar, ¢alismada kullanilan molekiiler yontemin, ad1 gegcen
bu funguslarin hizli ve giivenilir olarak tespitine olanak sagladigini ortaya
koymaktadir. Gerek bu orman alaninda, gerekse iilkemizin diger bolgelerindeki
cam ormanlarinda, bu yontemden faydalanilarak, daha detayli calismalarin
yapilmasi gerekmektedir.

Detection Of Fungal Needle Disease Agents Of Turkish Pine (Pinus Brutia Ten.) Forests
In Burdur Province Using Molecular Techniques
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Abstract: Dothistroma needle blight, Lecanosticta brown spot needle blight and
Lophodermium needle cast disease are among the most important pine diseases
with ever increasing distribution areas and damages. Among the fungi that cause
these diseases, Dothistroma septosporum, D. pini and Lecanosticta acicola are
harmful organisms which are subject to quarantine. However, the situation of
these fungi and the diseases they cause in our country is not exactly known. This
study is aimed towards revealing the molecular methods as a fast and reliable
approach in the detection of above mentioned major needle diseases. For this
purpose, presence of the fungi which cause these diseases was investigated in
Burdur red pine forests using a molecular method that utilizes species specific
primers. Only D. septosporum and Lo. seditiosum were detected on the needles.
Presence of these two fungi together is a great threat to productivity and
maintainability of these forests. Furthermore, it was determined that their
frequencies were varying between the sampling stands as well as the collection
years. These results revealed that the molecular method used in this study is a
fast and reliable method in detection of these fungi. More detailed studies should
be done both in this forest and other pine forests in our country by using this
method.
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1. Giris

Glintimiizde, bircok 6nemli orman hastaligi arasindan
ibre ve silirgiin hastaliklar;, diinyanin ¢esitli
bolgelerinde, fidanliklar, dogal ormanlar ve
plantasyonlarda, ¢am tiirlerinin en 6nemli sorunlari
arasindadir[1]. Ozellikle son yillarda ¢am tiirlerinde
neden olduklar1 zarar ile dikkati c¢eken ibre
hastaliklar;; Dothistroma ibre yanikhig (DY),
Lecanosticta kahverengi leke ibre yamikhigi (KIY) ve
Lophodermium ibre dékiilme hastaligi (LIDH) olup bu
hastaliklarin, 6zellikle de DiY’nin, yayginlik ve zarar
siddetinin giderek arttig1 izlenmektedir[2-4].

Dothistroma septosporum (Dorogin) M. Morelet
(telemorfu: Mycosphaerella pini Rostr. ex Munk) ve
Dothistroma pini Hulbary (telemorfu bilinmiyor),
Dothistroma ibre yanikligina sebep olan fungal
patojenlerdir[5]. Enfekteli ibreler, sari-kahverengi
bant seklinde gelisim gostermekte olup, hastalik
ilerledik¢e ibrenin tabani yesil kalirken enfekteli
bolgeler kisa slirede kahverengi-kirmiziya
donmektedir. Hastaliktan etkilenen ibreler vaktinden
once dokiiliirler. ibrelerin dékiilmesi agacta artim
kaybina neden olmakta ve agaci zayiflatmaktadir[6].
D. septosporum, D. pini’ye kiyasla ¢ok daha genis bir
yayilis alanina ve konuke¢u dizisine sahiptir[4]. D.
septosporum’un ana konukcusu cam tiirleri olmakla
birlikte, diger konifer turlerinde de
goriilebilmektedir. Yakin zamanda yapilan bir
derleme c¢alismasinda, bu fungusun 62 iilkede,
camgiller familyasina (Pinaceae) dahil 109 takson
izerinde tespit edildigi bildirilmistir[4]. Tirkiye'nin
farkli bolgelerinde yerli ve egzotik cam tiirlerinde de
DiY’'nmin varligina iliskin kayitlar bulunmaktadir[7-8].
Yakin bir zamanda bu hastalik D. septosporum
Dogmus-Lehtijarvi ve arkadaslar1[9] tarafindan
Burdur ili kizilgam(P. brutia ten.) ormanlarinda
tespit edilmistir. Diger taraftan, D. pini'nin
ilkemizdeki varligima dair kesin bir kayit
bulunmamaktadir. Her iki fungus da iilkemizde
karantinaya tabi zararli organizmalar arasinda yer
alir.

Kahverengi leke ibre yanikligi hastaligi olarak
adlandirilan ve Lecanosticta acicola (Thiim.) Syd.
(eseyli tireme formu Mycosphaerella dearnessii M.E.
Barr) 'nin sebep oldugu ibre hastaligi, DiY’na kiyasla
daha az yaygindir. KiY siklikla DIY ile karistirilabilen
bir  hastaliktir[10]. KiY’nin  belirtileri  farkh
konukgularda olduk¢a degiskendir. Dothistroma ve
Lecanosticta’ya ait sporlar sekil yoniinden benzerlik
gosterse de, renkleri ile birbirlerinden ayirt
edilebilirler. ibreler iizerindeki lezyonlar, hastahgin
erken safhalarinda, kiigiik gri-yesil renginden saman
rengine, enfeksiyon yayildikca renk agik kahve-
kestane rengine doniismektedir[11]. Karantinaya tabi
zararli organizma olarak tanimlanan bu fungusun
tlkemizdeki varligina dair kesin bir kayit
bulunmamaktadir.

Lophodermium cinsine ait 20’den fazla tiiriin, igne
yaprakli aga¢ ve calilarin ibreleri tizerinde kolonize
olabildigi bilinmekle birlikte, bu tiirler arasinda
yalnizca bir tanesi, Lophodermium seditiosum (Minter,
Staley ve Millar), camlarda ibre dokiilme hastaligina
sebep olan baslica patojendir. Lo. seditiosum
tarafindan hastalandirilan ibrelerdeki ilk morfolojik
belirtiler, sar1 renkte goriilmektedir. Enfeksiyon
ilerledikce ibre, kahverengi-kirmizi renk almaya
baslar ve miselyal gelisimin artmasi sonucunda,
ibreler benekli bir hal alir. Bu durum kis ve bahar
aylar1 boyunca devam eder ve eseyli lireme organlaryi,
(apothecia) ilkbahar sonlarina dogru, enfekteli
ibrelerin o6li kisimlarinda ve dokiilen ibrelerde
belirmeye baslayan, kiiciik, siyah ve mekik seklinde,
ciplak gozle goriilebilen tlreme organlar1 ibrenin
cesitli yerlerinde bulunabilir[8]. Bu fungusun
iilkemizde yaygin oldugu tahmin edilmekle birlikte
(Kisisel goriis; F. Oskay), varligina dair tek kesin
kayit[12], Afyon(Dinar)’da geng kizilgam
plantasyonlarindan sunulmustur.

Bu hastaliklar, goriildiikleri diger tlkelerde oldugu
gibi, ilkemizde de c¢am ormanlarinin verimliligi
iizerinde onemli birer tehdittir. Diger taraftan, bu
hastaliklara sebep olan funguslardan, D. septosporum,
D. pini ve L. acicola, iilkemizde karantinaya tabi
zararll organizmalar olup, llkeye girisleri veya lilke
icinde yayilmalarini 6nlemek amaciyla, bitki, bitkisel
irtin ve diger maddelerin kontrol altina alinmasi
gerekmektedir. Bu kontroller ise ancak bu
funguslarin bitki, bitkisel iiriin ve diger maddeler
iizerindeki varliginin dogru ve giivenilir yontemler ile
tespiti ile miimkiindiir. Bu amagla, ¢esitli arastiricilar
tarafindan, bu funguslarin  dogrudan  bitki
dokularinda tespitinde kullanilabilecek molekiiler
yontemler gelistirilmistir[13-14]. Avrupa ve Akdeniz
Bitki Koruma organizasyonu (EPPO) tarafindan, bu
zararli organizmalarin  tespitinde kullanilmasi
onerilen molekiller yontemler ise tiire 0zgi
primerlerin kullanimina dayal geleneksel Polimeraz
zincir Reaksiyonu (PZR) ve es-zamanlhi PZR’dir[3].
Diger taraftan, karantinaya tabi olmayan Lo.
seditiosum icin de dogrudan bitki 6rneklerinde tespiti
amaci ile Stenstorm ve Ihrmark [15] tarafindan yine
tiire 6zgii primerlerin kullanimina dayali geleneksel
PZR yo6ntemi gelistirilmistir.

Ulkemizde heniiz bulunmayan zararli organizmalarin
girisinin engellenmesinin yansira, varligl bilinen

tirlerin yayilmasinin engellenmesi, ve sebep
olduklar1 hastaliklarin iilkemiz ormanlarindaki
varliklarinin, yayginlik ve =zarar siddetlerinin

belirlenmesi, ¢evre kosullari ile iliskileri ¢ercevesinde
yonetim stratejilerinin gelistirilmesi gerekmektedir.
Bu kapsamda ilk adim, bu hastalik etmenlerinin
dogru, giivenilir ve hizli bir sekilde tespitinin
yapilmasidir. Bu c¢alismada, yukarida adi gecgen
o6nemli ibre hastaliklarinin tespitinde, hizli ve
giivenilir bir yaklasim olarak molekiiler yéntemlerin
kullanim olanaklarinin ortaya konulmasi ve bu
yontemlerin tilkemizde uygulanarak
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yayginlastirilmasina katkida bulunmak
amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, tiire 6zgi
primerlerin kullandigt molekiiler bir yontemden
faydalanilarak; Burdur ili kizilgam ormanlarinda, bu
hastaliklara sebep olan funguslarin; D. septosporum,
D. pini, Lo. seditiosum ve L. acicola, ibre
orneklerindeki varliklar arastirilmistir.

2. Materyal ve Metot

Bu calisma, 2013-2015 yillari arasinda
yuritilmistir. Arazi ve laboratuvar asamalarini
iceren bu calismanin ana materyalini, DIY hastaliginin
belirtilerini gosteren ve saglikli goriinen kizilgam
ibreleri ve bu ibre orneklerinden izole edilen
genomik  DNA’lar  olusturmustur. Laboratuvar
calismalar, Isve¢ Tarim Bilimleri Universitesi (SLU)
ve Siileyman Demirel Universitesi (SDU), Orman
Fakiiltesi laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.

2.1. Ibre 6rneklerinin toplanmasi

ibre ornekleri, Burdur ili Aglasun ve Bucak
ilcelerinde yayilis gosteren kizilgam ormanlarindan
toplanmistir. Bu ormanlar, orman idari sinirlarn
bakimindan Isparta Orman Boélge Miidiirliigii, Burdur
Orman [sletme Midiirliigii (OIM) Aglasun Orman
isletme Sefligi (OIS) ile Bucak OIM, Pamucak OIS
sinirlari icerisinde yer almaktadir.

Arazi calismalari, Aglasun ve Pamucak OIS sinirlan
icerisinde yer alan iki kizilcam mesceresinde
gerceklestirilmistir. Her bir mescere icerisinde 9 agag
secilmistir. Bu ornek agaglarin her birinden, 5 adet
belirti gosteren (simptomatik) ve 5 adet belirti
gostermeyen (asimptomatik) ibre cifti toplanmistir.
Ornek toplama isi, 2013 ve 2014 yillarinda iki kez
araziye cikilarak gercgeklestirilmistir. Her iki arazi
¢alismasinda da, yalnizca son yila ait ibre 6rnekleri
toplanmistir. Buna gore bu c¢alismada, Aglasun ve
Pamucak alanlarinda 18 agagtan 180 adedi 2013, 180
adedi 2014 yilinda olmak tlizere toplam 360 ibre cifti
toplanmistir (Tablo 1).

Toplanan ibre ornekleri laboratuvar c¢alismasina
kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

2.2. ibre érneklerindeki funguslarin tespiti
2.2.1. ibre 6rneklerinden DNA izolasyonu

DNA izolasyonuna ge¢meden once segilen ibre
ciftleri, ylizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Bu
islemde ibreler sirasiyla; %75’lik etanolde 1 dakika ,
% 2’lik Sodyum-Hipokloridde 1,5 dakika ve % 75'lik
etanolde 30 saniye (2 defa) bekletildikten sonra steril
kurutma kagitlar1 iizerinde kurutulmustur. Yiizey
sterilizasyonu tamamlanan her bir ibre cifti ependorf
tipler icine yerlestirilerek, -50°C'ye ayarlanmis
liyofilizatorde 5 gin stire ile kurutulmustur.
Kuruyarak kirilgan hale gelen her bir ibre cifti, steril
havanlarin icerisinde sivi azot yardimi ile toz hale
getirilmigtir.

DNA izolasyonunda CTAB protokolil izlenmistir[16].
Toz haline getirilerek homojenize edilen ibre
ornekleri ilk olarak, hiicre ve ¢ekirdek duvarlarinin
par¢alanmasi igin; su, CTAB (Hexadecyl-trimethyl-
ammonium bromid), TRIS-HCL (1M), NaCl (5M) ve
EDTA (0,5M) iceren %3’lik ekstraksiyon tomponu
icinde 65 °C’ de 1,5-2 saat inkiibe edilmis ve ardindan
santrifiijlenmistir. Liziz artiklarinin ¢oktiiriilmesinin
ardindan CTAB niikleik asit kompleksi, sirasiyla
kloroform ve izopropanol ile muamele edilerek, sivi
¢ozeltide bulunan polisakkaritler, fenolik bilesikler,
proteinler ve  diger hiicre lizatlarinindan
arindirilmistir. Son olarak %70°lik alkol ile yikanan
niikleik asitler, alkoliin uzaklastirilmasindan sonra
steril saf su ile sulandirilmistir. DNA izolasyonu
tamamlandiktan sonra elde edilen genomik DNA’lar,
geride kalan protein ve benzeri inhibitorlerden
arindirmak amaci ile GeneJET Genomic DNA
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific)
kullanilarak saflastirllmistir. Saflastirilan DNA’lar,
miktarlarinin spektofotometre ile belirlenmesinin
ardindan, PZR asamasinda kullanmak tizere, steril
ultra saf su ile 5ng/pul konsantrasyonuna
seyreltilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan ibre 6érneklerinin, toplanildig1 y1l ve mescere ile belirti gosterip géstermeme durumlarina gore

adetleri.
Yillar Simptom durumu Ornek alanlar Toplam
Aglasun OIS Pamucak OIS

2013 Simptomatik 45 45 90

Asimptomatik 45 45 90

Toplam 90 90 180

2014 Simptomatik 45 45 90

Asimptomatik 45 45 90

Toplam 90 90 180

Toplam 180 180 360
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Tablo 2. PZR amplifikasyonunda kullanilan primerlere iliskin bilgiler

Primer dizileri Hedef gen Uriin
Hedef fungus Primerler ) o el ge Biiyiikligi Kaynak
(5°-3) Bolgesi (be)
D. septosporum DStub2F CGAACATGGACTGAGCAAAAC b-tub2a 231 [13]
- Septosp DStub2-R  GCACGGCTCTTTCAAATGAC
D. pini DPtef-F ATTTTTCGCTGCTCGTCACT EF1-ab 237 [13]
-pit DPtef-R  CAATGTGAGATGTTCGTCGTG
L acicola LAtef-F GCAAATTTTCGCCGTTTATC 193 [13]
‘ LAtef-R TGTGTTCCAAGAGTGCTTGC
Lo. seditiosum Ls11-F CACCCTTTGTTTACCACACTCA  ITS [15]
' Ls12-R CGGCACCTGCTGTCCTTC
a: Beta-Tubulin 2, b: Translation Elon-gation Factor | alpha, c: Internal transcribed spacer
Tablo 3. PZR ddngii ve kosullari ve reaksiyon bilesenleri
Hedef fungus PZR dongii kogullar Reaksiyon bilesenleri Kaynak
.~ 10
95°C dk
30
95°C H,0 30.75ul
D. septosporum S 2 H
D- pini 60°C 0 35déngi  Buffer 10ul [13]
L. acicola s
72°C  60s dNTP 1l
o 10 .
72°C dk Primer1 1ul
94°C > Primer2 1ul
dk ime W
1
94°C 55 MgCL Sul
Lo. seditiosum 62°C 30 35 dongil Taq 0,250l [15]
3 polimeraz
72°C  60s DNA 1-3ul
o 7
72°C dk

*Calismada polimeraz enzimi olarak, GoTaq® G2 Flexi DNA polymerase(Promega) kullanilmistir. 1 6rnek i¢in 50 pl reaksiyon hacmine ait bilesenler, kullanilan bu enzime

gore optimize edilmistir.

2.2.2. ibre érneklerindeki funguslarin tespiti ve
tanisi

ibrelerden izole edilen DNA’larda D. septosporum, D.
pini, L. acicola ve Lo. seditiosum‘un bulunup
bulunmadiginin tespiti i¢in, bu funguslara 6zgii
olarak tasarlanmis primer ¢iftleri kullanilarak[13,15]
konvensiyonel (geleneksel) PZR ile DNA’larin belirli
bolgeleri  ¢ogaltilmistir.  Calismada  kullanilan
primerler ve bu primerlere ait diziler Tablo 2’de, PZR
dongii ve kosullar1 Tablo 3’de verilmistir. PZR'da,
negatif kontrol olarak steril saf su kullanilirken,
pozitif kontrol olarak, ad1 gecen her bir fungusun besi
ortaminda gelistirilen kolonilerinden elde edilen
misellerden ekstrakte edilen genomik DNAlar
kullanilmistir. Bu DNA’lar SLU, Orman Mikolojisi ve
Bitki Koruma Bo6liimii'nden temin edilmistir.

PZR iirtinleri, TAE (Tris-asetat) tampon ¢dzeltisinde,
%1 agaroz (Bio Basic Inc., Markham, Canada) ve
Etidyum bromid igeren jelde, elektroforez ile ayrilmis
ve goriintilenmistir. Uriin  biiyiikligi, 100-1000
b¢’lik DNA markorleri (Thermo Scientific Gene Ruler
DNA ladder) kullanilarak belirlenmistir.

Her bir ibre icin 4 fungus tiirline 6zgl primerler ile
ayr1 ayri gerceklestirilen PZR islemlerinin ardindan,
jel gorintiilerinde bant olup olmamasina gore
skorlama yapilmistir. Amplifikasyonda kullanilan
primer ciftinin  olusturmasi  beklenen {riin
biiyiikligiinde bant olusumu saptanan (pozitif bant
veren) orneklerde, bu primer cifti ile iliskili fungusun
bulundugu kabul edilmistir. Ancak bunun igin
oncelikle, elde edilen bu PZR iiriinlerinin s6z konusu
fungusa ait olup olmadigi, DNA dizilemesi yapilarak
teyit edilmistir. Teyit i¢in secilen PZR triinlerinin
DNA dizilemesi fontek (Istanbul) firmasina
yaptirilmis ve bu DNA dizileri GenBank (NCBI-
National Center for Biotechnology Information)’ta
kayith diziler ile karsilastirilmistir. Bu 6rneklere ait
DNA dizileri GenBank’ta erisim numaralar1 alinarak
depolanmistir.

2.3. Verilerin analizi

Calisma kapsaminda toplam 1440 orneklik PZR
islemi gerceklestirilmis ve PZR islemlerinin sonuglari,
jel goriintiilerine dayanilarak degerlendirilmistir.
Degerlendirmede ana kriter, jel goriintiisiinde, ibre
ornegini temsil eden PZR iriiniinde bant olup
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olmadigidir. Her bir fungus tiirii i¢in, her bir ibre
orneginde bant bulunup bulunmadigr 1/0 seklinde
kaydedilerek veri olusturulmustur. Tespit edilen
funguslarin  bulunma oranlar;; fungusun tespit
edildigi ibre adedinin, toplam incelenen ibre adedine
oraninin ylzdesi olarak hesaplanmistir.
Karsilastirmalar, var yok verileri kullanilarak, %95
glven araliginda, Kikare testi ile analiz edilmistir. Bu
istatistik  analizlerde IBM SPSS 20 yazilimi
kullanilmistir.

3. Bulgular

Calisma kapsaminda, Burdur ili smirlarindaki iki
kizilcam mesceresinden secgilen 9’ar adet agagtan
toplan 360 adet ibre 6rnegi toplanmis, bu ibrelerden
izole edilen genomik DNA’larda, D. septosporum, D.
pini, L. acicola ve Lo. seditiosum’un varlig1 geleneksel
PZR ile belirlenmistir. Calisma kapsaminda toplam
1440 orneklik PZR islemi gerceklestirilmis ve PZR
islemlerinin sonuglari, jel goriintiilerine dayanilarak
degerlendirilmistir. Degerlendirmede ana kriter; jel
goriintiisiinde, pozitif kontrol ile uyumlu olmak
kosulu ile, ibre 6rnegini temsil eden PZR triiniinde
bant olup olmadigidir.

D. septosporum’a 6zgli primeler kullanilarak yapilan
PZR islemleri sonucunda, 360 adet ibre ¢iftinin 160
adedinde bant olusumu tespit edilirken, Lo.
seditiosum’a 0zgi primerler ile yapilan PZR
sonrasinda, 195 adet drnekte bant tespit edilmistir.
Bununla birlikte, D. pini ve L. acicola’'ya 06zgi
primerler ile yapilan PZR’lar sonucunda, 6rneklerin
hi¢ birinde bant tespit edilmemistir.

Tespit edilen bantlarin, ilgili fungusa ait olup
olmadig1 DNA dizilemesi yapilarak kesinlestirilmistir.
NCBI'da yapilan karsilastirma sonucuna gore
ornekler, Gen bankasinda bulunan D. septosporum ve
Lo. seditiosum’a ait diziler ile %98 oraninda benzerlik
goOstermistir.

Buna gore, ibre orneklerinin toplandigl Burdur ili
sinirlarindaki bu iki mesceredeki kizilgamlarin
yalnizca D. septosporum ve Lo. seditiosum ile enfekteli
olduklari, incelenen o6rneklerde D. pini ve L. acicola
bulunmadig1 anlagilmaktadir.

Calisma sonucunda, 6rneklerin toplandigi yil esas
alinarak, yer ve ibrelerin belirti gdsterip gostermeme
durumlarina gore elde edilen bulgular asagida
verilmistir.

3.1. 2013 yilina ait bulgular

Bu yilda 90 adeti Aglasun’dan 90 adeti Pamucak’tan
olmak iizere toplam 180 ibre cifti ile ¢alisma
yapilmistir. Calismaya konu olan 4 ayr fungus igin
elde edilen elektroforez jel gorilintileri
incelendiginde, 2013 yilina ait ibrelerde, L. acicola ve
D. pini funguslart i¢in herhangi bir bant olusumu
tespit edilemezken (Sekil 1,2), D. septosporum (Sekil

3) ve Lo. seditiosum (Sekil 4) funguslari i¢cin bantlar
tespit edilmistir. D. septosporum tespiti icin
gerceklestirilen PZR’da, 200-300 bg¢ (baz ¢ifti)
araliginda yaklasik 230 bg¢ uzunlugunda bantlar elde
edilmistir.
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Sekil 1. 22 adet ibre 6rnegi icin, L. acicola’ya 6zgii primer
cifti ile yapilan PZR sonrasinda elde edilen PZR iiriinlerinin
elektroforez jel goriintileri (-negatif kontrol +pozitif
kontrol, sayilar 6rnekleri gostermektedir).

Sekil 2. 22 adet ibre 6rnegi icin, D. pini’ye 6zgii primer ¢ifti
ile yapilan PZR sonrasinda elde edilen PZR drinlerinin
elektroforez jel goriintileri (-negatif kontrol +pozitif
kontrol, sayilar 6rnekleri gostermektedir).
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Sekil 3. 22 adet ibre 6rnegi icin, D. septosporum’a 6zgi
primer cifti ile yapilan PZR sonrasinda elde edilen PZR
triinlerinin elektroforez jel goriintiileri (-negatif kontrol
+pozitif kontrol, sayilar érnekleri gostermektedir).

Ls11-F ve Ls12-R primerleri ile[15] Lo. seditiosum
tespiti icin gerceklestirilen PZR’da, 400-450 bg
araliginda bantlar elde edilmistir (Sekil 4).

-
Sekil 4. 22 adet ibre o6rnegi icin, Lo. seditiosum’a 6zgi
primer cifti ile yapilan PZR sonrasinda elde edilen PZR
trinlerinin elektroforez jel goriintiileri (-negatif kontrol
+pozitif kontrol, sayilar érnekleri gostermektedir).

Calisma alanlarindan toplanan ibrelerden elde edilen
veriler mescerelere gore kiyaslandiginda Aglasun’da
D. septosporum’un asimptomatik ibrelerde (%62) Lo.
seditiosum’un ise simptomatik ibrelerde (%65) daha
fazla oldugu, Pamucak’ta ise D. septosporum’un
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simptomatik ve asimptomatik ibrelerde esit (%50),
Lo. seditiosum’un simptomatik ibrelerde ( %56 ) fazla
oldugu gozlemlenmistir.

Aglasun’da 2013 yilinda incelenen toplam 90 ibreden
(simptom gosterip gdostermemesi 6nemsenmeden) 16
adetinde (%17,8), D. septosporum, 43 adetinde ise
(%47,8 ) Lo. seditiosum tespit edilmistir. Pamucak
ornek alanlarinda her iki fungusun bulunma oram
Aglasun’a gore daha fazla olup, incelenen toplam 90
ibreden 44 adetinde (%48,9) D. septosporum, 59
adetinde ise (%65,6 ) Lo. seditiosum tespit edilmistir.
Bu iki 6rnek alanda, D. septosporum’un bulunma
oranlari arasindaki fark istatistiki acidan anlamhdir

(X2=19,600, p<0,001), benzer sekilde alanlar
arasinda Lo. seditiosum’un bulunma oranlar
arasindaki fark istatistiki a¢idan  anlamhdir

(X?=5,792, p<0,05). Buna goére her iki fungus da
Pamucak’ta daha yaygindir.

Her iki alandan toplanan ibrelede D. septosporum ve
Lo. seditiosum’un simptomatik ya da asimptomatik
ibrelerde bulunma oranlar karsilastirildiginda 2013
yilinda toplanan toplam 90 adet simptomatik ibrenin
%31,1’inde D. septosporum’a rastlanildigi, %67,8’'inde
ise Lo. seditiosum’a rastlanildif1 tespit edilmistir.
Asimptomatik ibrelerde bu oran sirasi ile, %35,6 ve
%45,6 dir. Asimptomatik ve simptomatik ibrelerde D.
septosporum’un tespit edilme oranlari
karsilastirildiginda, asimptomatik ibrelerde D.
septosporum’un daha fazla oldugu gorilmektedir.
Ancak yapilan Ki-kare testi bu farkin istatistiki agidan
anlamsiz oldugunu géstermistir (X*=0,400, p>0,05).
Diger taraftan Lo. seditiosum simptomatik ibrelerde
daha fazladir. Bu fark istatistiki agidan %95 giiven
arahiginda anlamli bulunmustur (X?=9,050, p<0,03).

3.2. 2014 yilina ait bulgular

Bu yilda da bir o6nceki yil daki gibi 90 adeti
Aglasun’dan 90 adeti Pamucak’tan olmak {izere
toplam 180 ibre ¢ifti ile c¢alisma yapilmistir.
Calismaya konu olan 4 ayri fungus icin elde edilen
elektroforez jel goriintiileri incelendiginde, 2014
yilina ait ibrelerde, L. acicola ve D. pini funguslar icin
herhangi bir bant olusumu tespit edilemezken, D.
septosporum ve Lo. seditiosum funguslar i¢in bantlar
tespit edilmistir.

Calisma alanlarindan toplanan ibrelerden elde edilen
verilere gore Aglasun’da D. septosporum’un
simptomatik  (%54), Lo. seditiosum'un da
simptomatik  ibrelerde (%94) , Pamucak’ta D.
septosporum’un asimptomatik ibrelerde (%56), Lo.
seditiosum’'un simptomatik ibrelerde (%59) daha
fazla oldugu gozlemlenmistir.

Aglasun 6rnek alanlarinda 2014 yilinda incelenen
toplam 90 ibreden 57 adetinde (%63,3), D.
septosporum, 32 adetinde ise (%35,6) Lo. seditiosum
tespit edilmistir. Pamucak o6rnek alanlarinda

incelenen toplam 90 ibreden 43 adetinde (%47,8) D.
septosporum, 61 adetinde ise (%67,8) Lo. seditiosum
tespit edilmistir. Aglasun’da D. septosporum’un
bulunma orani daha yiiksektir. Aradaki bu fark
istatistiki a¢idan anlamhlidir (X2=4,410, p<0,05),
Pamucakta ise Lo. seditiosum’un bulunma orani daha
yiiksektir (X?=18.710, p<0,001).

Her iki alandan toplanan ibrelede D. septosporum ve
Lo. seditiosum’'un simptomatik ya da asimptomatik
ibrelerde bulunma oranlar karsilastirildiginda 2014
yilinda toplanan toplan 90 adet simptomatik ibrenin
%55,6’sinda D. septosporum’a rastlanildigy,
%73,3'tinde ise Lo. seditiosum’a rastlanildig1 tespit
edilmistir. Asimptomatik ibrelerde bu oran sirasi ile,
%56,6 ve %30 dur. Asimptomatik ve simptomatik
ibrelerde D. septosporum’un tespit edilme oranlari
esittir. Diger taraftan Lo. seditiosum simptomatik
ibrelerde daha fazla dir. Bu fark istatistiki acidan
anlamli bulunmustur (X2=33,838, p=0,0).

2013 ve 2014 yillarinda elde edilen verilere gore D.
septosporum’un bulunma oraninda artis
gozlemlenirken, Lo. seditiosum’da ise azalma
gozlemlenmistir.

D. septosporum bulunma orani, 2013 yilinda
%33,3'ten 2014 yilinda %55,6’ya yiikseldigi, yapilan
Ki-kare testi sonucunda bu artisin anlamli oldugu
goriilmiistir (X?=18,0, p<0,0001). Bununla birlikte
Lo. seditiosum’un bulunma oraninda %5’lik bir
azalma s6z konusudur. Ancak bu azalma istatistiki
acidan anlamli bulunmamaktadir (X2=O,906, p>0,05).

4. Tartisma ve Sonug¢

D. septosporum ve D. pini‘nin sebep oldugu
Dothistroma ibre yamkligi, L. acicola’nin sebep
oldugu, kahverengi leke ibre yanikhigi ve Lo.
seditiosum’'un sebep oldugu Lophodermium ibre
dokiilme hastaligl, diinya ¢apinda yayilis alanlari ve
zararlart giderek artan oOnemli fungal orman
hastaliklar1 olup[4-17-18-19-20-21], DiY ve KiY
etmenleri llkemiz ve Avrupa’da karantinaya tabi
zararl organizmalardir[22]. Ulkemizde bu
hastaliklardan yalnizca DIY ve LIDH'min varlig
bilinmektedir[9]. DIY hastaligina sebep olan
Dothistroma tirii ise D. septosporum olarak teshis
edilmistir[9,12]. Ancak bu hastaliklarin yayilis alani
ve zarar boyutlar1 henliz detayll olarak
arastirtlmamistir. Bununda otesinde, L. acicola
(Scirrhia  pini), Tirkiye'de, yirirlikteki Bitki
Karantina Yonetmeligi'ne gore “lilkemizde varhg:
bilinmeyen”, D. septosporum, ise “lilkemizde sinirh
alanda bulunan”, karantinaya tabi =zararli
organizmalar listelerinde yer alirlar. Buna goére bu
funguslarin sebep oldugu hastaliklarin giivenilir ve
hizli  yontemlerle tespiti daha da o6nem
kazanmaktadir.

Bu hastaliklarin hizli ve glivenilir yontemler ile tespiti
ve teshisi, gerek  hastaliginin  yayilisinin
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engellenmesinde, gerekse hastalikla bulasik orman
alanlarinda hastalikla miicadelede olduk¢a énemlidir.
Bu sebeple, bu hastalik etmenlerinin dogrudan ibre
orneklerinde tespitinde, tiire 06zgli primerlerin
kullanildig geleneksel PZR yontemleri
gelistirilmistir[13, 15]. Bu hastaliklarin tespitinde bu
yontemin kullanimi diinya ¢apinda heniiz yeni yeni
yayginlasmakla birlikte, kullanildig1 ¢alismalarda,
daha o6nceden belirli bir iilkedeki ya da boélgedeki
varligi bilinmeyen bu funguslarin tespit edilmesine
olanak saglamistir[21-23-24-25-26].

Bu calismada, Burdur ili sinirlarinda bulunan ve daha
onceki calismalarda[9] DIY hastaliginin varhiginin
tespit edildigi iki kizilcam mesceresinden toplam 360
adet ibre ciftinden 6rnekleme yapilmistir. Toplanan
ibreler simptomatik ve asimptomatik olarak
gruplandirlmistir.  Bu  ibre  6rneklerinin, D.
septosporum, D. pini, L. acicola ve Lo. seditiosum ile
enfekteli olup olmadiklar1 bu molekiiler yaklasimla
ortaya koyulmaya calisiilmistir.

Calismada, D. septosporum, D. pini, L. acicola ve Lo.
seditiosum’a  6zgli  primerlerin her biri ile
gerceklestirilen PZR islemleri, kullanilan pozitif
kontrollerde bant olusumunun elde edilmesi ile
basarili bir sekilde sonuglandirilmistir. Buna gore, ilk
olarak Isve¢ Tarim Bilimleri Universitesi’nde (isve,
Uppsala) teknigin 6grenilmesi amaci ile baglatilan
calismanin, Ulkemizde de kullanilabilirligi ortaya
koyulmustur. Calismanin ana materyalini olusturan,
her bir fungus i¢in ayr1 ayr1 molekiiler yontemler ile
incelenen 360 adet ibrede yalnizca, D. septosporum ve
Lo. seditiosum’un varlig1 tespit edilmis, L. acicola ve D.
pini’ye ise rastlanilmamistir. Yukarida da belirtildigi
tizere, ilkemizde L. acicola ve D. pini'nin varlgl
bilinmemektedir. Bu ¢alismada da bu iki fungusa
rastlanilmamis olmasi beklenen bir sonugtur.
ibrelerin  toplanildigt  orman  alaninda, D.
septosporum’un varligi daha o6nceden bilinmekte
idi[9]. Ancak bu alanda daha o©nceden Lo.
seditiosum’'un varligl arastirllmamis ve alanda
goriilen belirtilerin, bu fungustan kaynaklandigindan
siiphelenilmemistir. Incelenen toplam 360 adet
kizilgam ibre ¢iftinin 160 adedinde (%44,4) D.
septosporum’a, 195 adedinde (%54,2) Lo. seditiosum’a
rastlanilmistir. Simptomatik  ibrelerde  D.
septosporum’un  bulunma  oranm1 %43, Lo
seditiosum’un bulunma orani ise %70,6’dir. Her hangi
bir belirti gostermeyen yesil renkli ibrelerde D.
septosporum ve Lo. seditiosum’un bulunma oranlari
sirasiyla %45,6 ve % 37,8dir. Buna gore Lo.
seditiosum, Orneklerin toplandigi alanlarda D.
septosporum’dan daha yaygin olup, bulunma durumu
siklikla simptomatik ibrelerle iligkilidir. Diger
taraftan, D. septosporum’un bulunup bulunmamasi
ibrelerin simptom durumu ile iliskili degildir.

D. septosporum’un bir¢cok baska ibre fungusu ile
birlikte goriildigi bilinmektedir[21,25,27]. Bu
calismada 99 ibrede, D. septosporum ve Lo. seditiosum
bir arada tespit edilmistir. Ancak bu funguslarin

birlikte bulunma durumlar istatistiki agidan anlamh
bulunmamistir. Millberg ve ark.[21] tarafindan
yapilan bir c¢alismada da D. septosporum ve Lo.
seditiosum’un bir arada goruldugi bildirilmistir. S6z
konusu ¢alismada, bu iki fungusun birlikte goriilmesi
durumunda, ¢am fidanlarinin 6liim riskinin daha
yliksek oldugu da ortaya koyulmustur. Calismamizda,
ibre ornekleri gen¢ agaclardan toplanilmis olup,
alanda genc fidanlar bulunmamaktadir. Fidanlarin bu
tir hastaliklara karst daha duyarli oldugu
bilinmektedir. Buna gore, Lo. seditiosum ve D.
septosporum’un birlikte goriildiigi bu ormanlarda, bu
hastaliklarin yogunluklarini azaltacak miidahelerin
yapilmamasi durumunda, enfeksiyon siddetlerinin
artmasi ile artimin azalmasi yoluyla bu ormanlarin
verimliliklerin giderek azalacagi ve ileride bu
alanlarin genclestirilmesinde 6nemli problemlerle
kars1 karsiya kalinabilecegi ileri siiriilebilir.

Yillara gore D. septosporum ve Lo. seditiosum’un
bulunma oranlari da degismektedir. D.
septosporum’un bulunma oranin bir yil gibi kisa bir
sire icinde %22,3 oraninda ©6nemli bir artis
gosterdigi  anlasilmaktadir.  Nitekim  Dogmus-
Lehtijarvi ark.[9] tarafindan da bu hastaligin bolgede
daha fazla yayginlasacagl ve siddetinin artacagi
bildirilmistir. Yine Dogmus-Lehtijarvi vd.
(yayinlanmamis veri) hastaligin Antalya Orman Bolge
Midirligi sinirlan igerisinde, Képriicay havzasinda
da oldukga yaygin ve siddetli oldugu ve bu durumun
ylldan yila ilerledigi belirtilmistir. Watt tarafindan
iklimsel uygunluga dayanan bir modellemede[20], de
ilkemizde bu hastalifin yayginliginin ve zarar
siddetinin artacagi ongorilmektedir. Hastaligin
yayilis1 ve zarar siddetinin artisinda bahar ve yaz
yagislar1  etkilidir. Iklim verileri ile hastahk
etmenlerinin bulunma siklig1 ve siddeti arasindaki
iliskilerin analizi, bu ¢alismada tespit edilen artista,
iklim olaylarinin etkisinin ortaya koyulmasina katki
saglayacaktir.

DiY'mn diger diinya iilkelerinde oldugu gibi
iilkemizde de ilerleyen yillarda 6nemli problemlere
yol acacagt Watt ve ark[20] tarafindan
ongorilmistir . Nitekim, 2013 yilinda Isparta Orman
Bolge Miidiirliigii, Burdur Orman Isletme Miidiirliigii
sinirlar1 igerisinde dogal ve plantasyon kizilgam
sahalarinda, siddetli ve genis alanlarda, 6zellikle gen¢
agaclar1 etkileyen, siddetli ibre doékiilmesi ve
ibrelerde renk degisimi belirtilerinin sorumlusu
olarak D. septosporum tespit edilmistir. Bu hastaligin
bolgede  yogun  olarak  bulundugu  ancak
epidemilerinin belirli iklimsel olaylarla iliskili oldugu
tahmin edilmektedir. Ulkemizde hastalifin bagka
yorelerimizde bulunduguna dair kayitlar[7-8] goz
oniinde  bulunduruldugunda, DIY  hastahginin
iilkemizin diger bolgelerinde de énemli zararlara yol
acabileceginin 6nemli bir isaretidir. Hastalikla
miicadelede Kkilit tasi, epidemileri tetikleyen cevresel
kosullar ve konuk¢u o&zelliklerinin belirlenmesidir.
Ancak bunun gercgeklestirilebilmesi i¢in hastalik
etmeninin hizli ve giivenilir tekniklerle tespiti bir
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zorunluluktur. Bu baglamda, bu calisma, DiY’nin ve
Lo. seditiosum’un hizli ve giivenilir bir sekilde
molekiiler yontemlerle tespit edilebilecegini ortaya
koyarak, ileride yapilmasi gereken c¢alismalar icin
o6nemli metodolojik bir altlik olusturmustur.
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