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OZET

ORMAN AGACLARINDAN iZOLE EDIiLEN BAZI ENDOFITIiK
FUNGUSLARIN Diplodia sapinea (FR.) FUCKEL iZOLATLARINA KARSI
ANTAGONISTIiK ETKILERININ BELIRLENMESI
YUKSEK LISANS TEZI
MOHAMMAD RAHIM BIKZAD
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BIYOLOJI ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI:DR. OGR. U. REFIKA CEYDA BERAM)

DENIZLI, HAZIRAN - 2022

Diplodia sapinea, Ascomycota subesinde yer alan ve igne yaprakl agaclarda yaygin
olarak goriilen endofitik karakterde bir fungustur. Ayni1 zamanda, iklim degisikliginin
sebep oldugu kuraklik gibi abiyotik stres faktorlerine maruz kalan konukgular tizerinde
patojenik karakter kazanabilen firsatg1 bir patojendir. Fungus, ibrelerden stomalar
yoluyla veya yarali dokular araciligiyla konukguya giris yapmaktadir. Fidanliklarda,
plantasyon sahalarinda, dogal ormanlarda ve kent agaglarinda Diplodia siirgiin
yaniklig1 ad1 verilen hastaliga sebep olmaktadir. Avrupa’da yaygin olarak goriilen bu
fungusun varlig1 son yillarda ¢arpict sekilde artis gostermektedir. Hentiz diinyada ve
tilkemizde bu hastalik etmeninin kontroliinde kullanilan yerlesik ve etkili bir miicadele
yontemi bulunmamaktadir. Antagonist organizmalarin kullanimina dayali biyolojik
miicadele yontemleri, Diplodia siirgiin yanikli§i hastalifina karst en umut verici
alternatiflerden birini temsil etmektedir. Bu tez ¢alismasi, orman agaclarindan izole
edilen endofitik funguslarin, Pinus halepensis ve Pinus brutia konukgularindan izole
edilen D. sapinea izolatlarina karsi in vitro kosullarda antagonistik aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla gerceklestirilmistir. Bu amagla orman agaglarinin tohum, ibre,
stirglin, kozalak gibi dokularindan endofitik funguslar izole edilerek, bu izolatlarin
morfolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak teshis islemleri gerc¢eklestirilmistir.
Elde edilen izolatlar ile D. sapinea izolatlari arasinda gerceklestirilen fungal
inhibisyon test sonuglari, Trichoderma sp. ve Sydowia polyspora’nin da iginde
bulundugu 15 fungusun D. sapinea’nin biiylimesini in vitro olarak inhibe etme
potansiyeline sahip oldugunu gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Diplodia sapinea, Diplodia siirgiin yaniklig1, biyolojik
miicadele, antagonizm, endofit



ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTAGONISTIC EFFECTS OF SOME
ENDOPHYTIC FUNGI ISOLATED FROM FOREST TREES AGAINST
Diplodia sapinea (FR.) FUCKEL.

MSC THESIS
MOHAMMAD RAHIM BIKZAD
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR:ASSIST. PROF. DR. REFIKA CEYDA BERAM)
DENIZLi, JUNE 2022

Diplodia sapinea is an endophytic fungus in the Ascomycota and commonly
seen on coniferous trees. At the same time, it is an opportunistic pathogen that can
acquire pathogenic character on hosts exposed to abiotic stress factors such as drought
caused by climate change. The fungus enters the host via stomata from needles or
through injured tissues. It causes a disease called Diplodia tip blight in nurseries,
plantation areas, natural forests and urban trees. The presence of this fungus, which is
common in Europe, has increased dramatically in recent years. There is no established
and effective control method used in the control of this disease agent in the world and
in our country yet. Biological control methods based on the use of antagonist
organisms represent one of the most promising alternatives to Diplodia tip blight. This
thesis was carried out to determine the antagonistic activities of endophytic fungi
isolated from forest trees against D. sapinea isolates obtained from Pinus halepensis
and Pinus brutia in-vitro conditions. For this purpose, endophytic fungi were isolated
from the tissues of forest trees such as seeds, needles, shoots and cones, and these
isolates were identified using morphological and molecular methods. Fungal inhibition
tests were performed between these isolates and D. sapinea isolates. Test results
showed that 15 fungi, including Trichoderma sp. and Sydowia polyspora, have the
potential to inhibit the growth of D. sapinea in vitro.

KEYWORDS: Diplodia sapinea, Diplodia tip blight, biological control, antagonism,
endophyte
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1. GIRIS

Artan niifus ve sanayilesme ile birlikte ormanlardan saglanan iiriin ve hizmetlere olan
ihtiyaclar glin gectikce artmakta, ormanlar iizerindeki baski her gegen giin
bliylimektedir. Orman patojenlerinin orman ekosistemleri iizerindeki etkilerinin
kiiresel 1sinma, iklim degisikligi gibi kaygi uyandiran gevresel sorunlarin siiregelmesi
ile zamanla artmasi1 beklenmektedir. Ormanlar {izerinde baski olusturdugu bilinen bu
cevresel sorunlar, beraberinde hastaliklarin yer veya form degistirmesi gibi olaylari
getirebilmektedir (Kenis ve Branco 2010, Williams ve dig. 2010, Aukema ve dig.
2011). Dogal bir orman ekosisteminin bilesenleri, insan midahaleleri sonucu
degistirildiginde, hastalik etmenlerinin faaliyetleri tahripkar boyutlara ulasabilmekte
ve mevcut ekosistem dengesi tizerinde geri doniisii miimkiin olmayan neticelere neden
olabilmektedir. Dolayistyla abiyotik (riizgar, don, kar vb.) ve biyotik (fungus, bocek,
bakteri vb.) faktorler her ne kadar dogal ekosistemin bir pargasi olsalar da, tiim bu
sebeplerden dolay1r orman ekosistemlerinin sagligini ve gelecegini énemli derecede
tehdit etmektedir (Aday 2007). Orta Avrupa i¢in gerceklestirilen bir iklim senaryosuna
gore, 2030 yilinda ortalama sicaklikta ve yagis miktarinda meydana gelebilecek
degisiklikler ile mikro klimanin, orman sinirlarint daha kuzeye tasinacagi ve bunun
sonucunda agaglarda meydana gelen hastalik ve Olimlerin giin gegtikge artis
gosterecegi belirtilmistir (Szedlak 1996).

Hastalik etmeninin olusmasinda uygun ¢evre kosullari, duyarl bir konukcu ve hastalik
olusturabilen bir patojen yeterli olmaktadir. Bu durum, ekosisteme yabanci bir
patojenin getirilmesi ile ortaya ¢ikabilmektedir. Bu etmenlerin faaliyetleri sonucunda
orman ekosistemlerinde agaclarin Olmesi, artimin azalmasi, rejenerasyonun
gecikmesi, tlir degisimi, ticari odunun zarar gormesi gibi hem ekonomik hem de
ekolojik agidan da 6nem tasiyan yerel veya daha genis ¢apta istenmeyen durumlar
olusmaktadir (Dogmus Lehtijarvi ve dig. 2012; Oskay ve dig. 2014). Orman
patojenlerinin sebep olduklari zararlar genellikle siddetli, uzun vadeli ve hafifletilemez
olarak goriilmektedir. Bitki ve hayvan tiirlerinin yasayabilme yeteneklerinden,

ormanlarin verimine ve karbon tutumuna kadar bircok 6nemli konuda zarara neden



orman patojenleri, diinya ¢apinda orman ekosistemleri i¢in énemli tehdit unsurlari

arasinda yer almaktadir (Klopfenstein ve dig. 2009).

Ormanlarin kiiresel 1sinma gibi hayati konulardaki stratejik rolii diisiintildiiglinde,
ormanlarin korunmasi ve siirdiiriilebilir yonetimine yonelik faaliyetlerin {izerinde daha
fazla durulmasi gerekmektedir. Ormanlarin siirdiiriilebilirligi, biiyiik oranda dogal
kaynaklarin korunmasina ve dogru yontemlerle yonetilmesine baglidir. Patojenlerin
neden oldugu hastaliklar i¢in uygulanan bilingsiz miicadele yontemleri, dogal
dengenin bozulmasma yol acgarak; canli-cansiz tiim c¢evreyi ciddi boyutta
etkilemektedir. Diinya niifusunun artisina bagl olarak, kisi basina diisen yillik odun
hammaddesi arz acig1t goz Oniinde bulunduruldugunda; ormanlarin bakimi ve
genclestirilmesi, ormani tahrip eden abiyotik ve biyotik faktorlerle etkin sekilde
miicadele edilmesi ve hizli gelisen tiir agaclandirmalarina agirlik verilmesi gibi gesitli
tedbirlere ihtiyag duyulmaktadir (OGM 2014). Diinya’da ve lilkemizde zarara neden
olan hastalik etmenlerinin, ormanlarda dogurabilecegi tahribat1 6nlemek, azaltmak ve
onlarla miicadele edebilmek i¢in morfolojik ve molekiiler olarak detayli bir sekilde
tanimlanmast ve elde edilen veriler 1s18inda olasi epidemiler i¢in etkin stratejiler

gelistirilerek onlemler alinmasi biliyiik 6nem arz etmektedir.

Insan ve cevre sagligma duyarls, siirdiiriilebilir ormancilik ve tarim igin, zararlilarla
entegre miicadele prensipleri 15181inda biyolojik miicadele, diinyada biiyiik 6nem arz
etmektedir. Uzun vadede tiim canliliga fayda saglayan bu miicadele yontemi, hastalik
etmenleriyle antagonistik organizmalar arasindaki etkilesimin bir {irlinii olarak ortaya
¢ikmaktadir (Beram ve dig. 2016). Birgok fungusun, bakteri ve diger funguslar basta
olmak tizere cesitli mikroorganizmalar1 antagonize edebilme yetenekleri uzun
yillardan bu yana bilinmekte ve arastirmacilar tarafindan calisilmaktadir. Patojen ve
antagonist arasindaki etkilesimin dncelikle in-vitro kosullarda test edilmesi basarili bir
biyolojik miicadele calismasi icin olduk¢a onemlidir. Mikrorganizmalar arasindaki
etkilesim test edilerek, sahada gerceklestirilecek olan biyolojik miicadele
stratejilerinin temel yapi taslari belirlenebilmektedir (Oskay ve Simsek 2017). Bu
nedenle, orman agaclarindan elde edilen fungal antagonistlerin, orman patojenleri ile
miicadelede kullanim potansiyellerinin arastirilmasi hastalik etmenleri ile dogru ve

etkin miicadelede biiyiik 6nem arz etmektedir.



Endofitler, bitkilerin canli i¢ dokularinda kolonize olan ve herhangi 6nemli bir zarara
neden olmadan yasayan organizmalar olarak varsayilmaktadir. Bu mikroorganizmalar
dogrudan bocekleri ve patojenleri inhibe edebilen veya bitkiyi uyararak pasif
durumdaki dayaniklilik mekanizmalarinin harekete gegirilmesini saglayan sekonder
metabolitler iiretebilmektedir. Bu nedenle endofitler gibi antagonistik
mikroorganizmalarin kullanimi1 bitki hastaliklar1 miicadelesinde en ideal metotlardan
biri olup hastaliklarin biyokontroliinde biiyiik umut vaat etmektedir (Beram 2016).
Endofitler gibi mikroorganizmalarin mikrobiomdaki sasirtici kompleks iligkileri, bu
mikroorganizalarin bitki gelisimindeki 6nemi ve dogadaki aktif rolleri kesfedilmeyi
beklemektedir. Boylece biyolojik miicadelelerde endofitler gibi mikroorganizmalar ile
alman tedbirlerle yeni ve etkin stratejiler gelistirmek olasi goriilmektedir. Sahip
olduklari bu koordine islevler, irettikleri sekonder metabolitler ve biyolojik
miicadeledeki etkin rolleri goz oniine alindiginda farkli kosul ve ekosistemde yasayan
sayisiz bitkiden yeni ve ilging endofitik mikroorganizmalar kesfetmek biiyiik 6nem
arzetmektedir. Dogada kesfedilmeyi bekleyen ve etkileri heniiz bilinmeyen birgok
onemli endofit oldugu tahmin edilmektedir. Ozellikle biyolojik miicadele gibi
yontemlerde etkin sekilde kullanilabilmeleri, bu mikroorganizmalara verilen 6nemi

giin gectikee attirmaktadir.

Diplodia sapinea (Fr.) Fuckel [syn.; Diplodia pinea (Desm.) J. Kickx f., Sphaeropsis
sapinea (Fr.) Dyko & B. Sutton], diinya ¢apinda, igne yaprakli aga¢larin bilinen en
yaygin ve tehlikeli fungal patojenlerinden biridir. Avrupa’da 19. yiizyilin baslarinda
saprobik bir fungus olarak tanimlanan fungusun zarar1 ve yaygiligi 1980°1i yillardan
bu yana hizla artmaktadir (Brodde ve dig. 2018; Miiller ve dig. 2019; Blumenstein ve
dig. 2020). Fungus, ibrelerden stomalar yoluyla veya yarali dokular araciligiyla
konukcuya giris yapmaktadir. Igne yaprakli agaglarda; ibrelerin renk degistirmesi,
mevcut yil siirgiinlerinin geriye dogru 6liimii, ta¢ solgunlugu, gévde kanseri, kok
bogazi ve kok ciiriikliigii, fidelerde damping-off, tohum ciirtikliigii ve diri odunun mavi
renklenmesi gibi c¢esitli hastalik simptomlarina neden olmaktadir (Brookhouser ve
Peterson 1971, Munck ve dig. 2009; Capretti ve dig. 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 ve dig. 2018a; Zlatkovi¢ ve dig.
2017). D. sapinea ayrica Pinus spp. 'nin iyi bilinen bir endofitidir ve ayn1 zamanda

fidanliklarda, plantasyon sahalarinda ve dogal ormanlarda kuraklik gibi stres



faktorlerine maruz kalan konukgular1 etkileyen firsatgr bir patojendir. Iklim
degisikliginin neden oldugu sicaklik ve yagis degisiklikleri, konuker duyarliligini ve

bu hastaligin ortaya ¢ikmasinda etkili olan patojenlerin varligini etkileyebilir.

Diplodia tiirlerinin tilkemizde varlig1 kayitlara gegmis olmakla beraber simdiye kadar
Pinus nigra Arnold, Pinus sylvestris L., Pinus brutia Ten., Pinus pinea L., Pinus
halepensis Mill., Pinus radiata D. Don., Pinus pinaster Aiton., Cedrus libani A. Rich.
and Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco. gibi birgok tiirde bu fungal etmen rapor
edilmistir (Unligil ve Ertas 1993, Yiiksel ve dig. 1999, Siimer 2000, Soylu ve dig.
2001, Dogmus Lehtijarvi ve dig. 2007, 2009, Yeltekin 2015). Bu fungusun ayrica
diinya capinda yenilebilir tohum iiretimine ¢ok ciddi ekonomik zararlar verdigi
bilinmektedir. Antagonist organizmalarin kullanimina dayali biyolojik miicadele
yontemleri, Diplodia siirgiin yaniklig1 hastaligina karst en umut verici alternatiflerden
birini temsil etmektedir ve bu siirglin hastalig1 etmeni ile ilgili iilkemizde daha 6nce

yapilan bir biyolojik miicadele ¢calismasi bulunmamaktadir.

Bu tez calismasi, orman agaglarindan izole edilmis endofitik funguslarin, Pinus
halepensis (Mill.) ve Pinus brutia (Ten.) konuk¢ularindan izole edilmis D. sapinea
izolatlarina kars1 in-vitro kosullarda antagonistik aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilmistir. Bu amagla orman agaclarinin tohum, ibre, siirgilin, kozalak gibi
dokularindan endofitik funguslar izole edilerek, bu izolatlarin morfolojik ve molekiiler
yontemler kullaniarak teshis islemleri gergeklestirilmistir. Elde edilen izolatlar ve D.

sapinea izolatlar1 arasinda fungal inhibisyon testleri gergeklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Diplodia sapinea’nin tarihgesi, fungal taksonomideki yeri, yayilist ve ana konukgulari,
neden oldugu hastalik belirtileri ve miicadelesine iligkin genel bilgiler bu kisimda alt

basliklar halinde verilmistir.

2.1. Diplodia sapinea’nin Tarihgesi

Fungus ilk kez 1842 yilinda Fransa’da P. sylvestris agaglarindan izole edilerek,
Desmazieres tarafindan Sphaeropsis sapinea (Desm.) (Waterman 1943) ismiyle diinya
literatiiriine dahil edilmistir. Burgess (2001), bu fungusu morfoloji ve patojenisite
bakimindan dort farkli morfotipe A, B, C, I ayirmistir. Bunlardan en yaygin olanlari,
A morfotipi D. pinea ve B morfotipi D. scrobiculata olarak adlandiriimigtir (Palmer
ve dig. 1987; Smith ve Stanosz 1995, de Wet ve dig. 2000; Burgess ve Wingfield 2001,
de Wet ve dig. 2003; Alves ve dig. 2007).

Yapilan ¢aligmalarda bu iki tiiriin, fenotipik 6zellikler bakimindan farklilik gosterdigi,
D. scrobiculata’nin konidilerinin D. pinea’ya kiyasla daha kiigiik oldugu belirlenmistir
(Cheng-Guo ve dig. 1985; Alves ve dig. 2005). Bunun yani sira, D. scrobiculata "nin,
D. pinea’dan daha az agresif oldugu bildirilmistir (Smith ve Stanosz 1995, Blodgett
ve Bonello 2003, Alves ve dig. 2005, 2007). Bu iki tiir, fenotipik farkliliklarin yam
sira baz1 mitokondiral alt {inite ribozomal gen dizilerinde (mt-SSU-rDNA) niikleikasit
farkliliklar da tagimaktadir (Smith ve Stanosz 2006). Giiniimiizde, S. sapinea ya da D.
pinea, birbirinin yerine kullanilmakta fakat bu kulanim patojenik olan D. pinea ile
endofitik ya da saprotrof karakterde olan D. scrobiculata’y:r ve diger morfotipleri
kapsadigi icin taksonomide karisikliklarla karsilasilmistir. Phillips ve dig. (2013),
yaptig1 ¢alismada patojenik karakterde olan D. pinea nin Diplodia sapinea olarak

adlandirilmasini 6nermis ve bu 6neri orman patologlar tarafindan kabul edilmistir.



2.2. Diplodia sapinea’min Fungal Taksonomideki yeri

Diplodia sapinea, Mycobank database sisteminde giincel olarak Fungi alemi,

Ascomycota Subesi, Dothideomycetes sinifinda (Tablo 2.1) yer almaktadir.

Tablo 2.1. Diplodia sapinea’nin taksonomisi (Mycobank 2022)

Kingdom Fungi

Phylum Ascomycota
Subphylum Pezizomycotina
Class Dothideomycetes
Order Botryosphaeriales
Family Botryosphaeriaceae
Genus Diplodia

Species Diplodia sapinea

2.3. Diplodia sapinea’nin Biyolojisi

Diinya ¢apinda D. sapinea’nin artan zarari genellikle duyarli ¢am tiirleri ile yapilan
plantasyon calismalarinin artmasina ve ¢evresel faktorlere baglanirken bunun yani sira
etmenin meydana getirdigi epidemilerin kuraklik, dolu zarar1 gibi stres faktorleri ile

iliskili oldugu belirtilmistir (Fabre ve dig. 2011, Stanosz ve dig. 2001a).

Diplodia sapinea bulundugu konukguda hastalik belirtisi gostermeden latent olarak
bulunabilmektedir (Flowers ve dig. 2001, Stanosz ve dig. 2001b Stanosz ve dig. 1997,
Stanosz ve dig. 2007). Bunun yani sira agag fizyolojisinde meydana gelen degisimlerin
hastalik simptomlarinin ortaya ¢ikisini tesvik ettigi rapor edilmistir (Desprez-Loustau
ve dig. 2006). Genel olarak bu firsat¢1 patojen bitkilerin govde, dal, ibre, ¢icek, kozalak
ya da tohumlarmi enfekte ettikten sonra bu dokular icerisinde uzun yillar belirti
gostermeden bekleyebilmekte ve konukcusunun strese girmesiyle belirtileri ortaya
cikmaktadir (Bihon ve dig. 2011). Patojenle bulasik agaclarda ilk asamada tepede
deformasyonlar olusmaya baslarken, uzun yillar siiren enfeksiyonlarda agaclar zayif
diismekte ve herhangi bir stres faktoriine maruz kalan bu agaclar tek bir vejetasyon

doneminde Olebilmektedir (Blumenstein ve dig. 2020; Capretti ve dig. 2013).

Diplodia sapinea yil boyunca aktif kalabilmektedir. Fungus, konuk¢u dokuya nemli
havalarda stomalardan penetre olmakta ve oradan heniiz siiberinize olmamis
siirgtinlere girmektedir (Sinclair 1987, Chou 1988, Butin 1993). Siirgiinlerin enfekte
oldugu y1l i¢indeki ikinci vejetasyon doneminde, ibreleri tagiyan siirgiinler sararmakta
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ve kuruyarak dlmektedir. iki ya da ii¢ y1llik art arda gelen enfeksiyonlar da ise, agacin
tepe siirgiinlerinde deformasyon, daha siddetli enfeksiyonlarda ise agagta Oliim
gerceklesmektedir (Nometh ve Chatfield 2001). Fungus kis1 koniferlerde, siirgiin,
kozalak ve aga¢ kabuklarinda misel ya da piknit formunda geg¢irmektedir (Sinclair
1987, Butin 1993). Piknitler, 6zellikle hastalikli agaglarin siirgiin ya da kozalaklar
tizerinde toplu igne basi biiyiikliiglinde ve siyah noktalar seklinde goriilmektedir
(Butin 1993).

Sekil 2.1. Diplodia sapinea’nin karakteristik piknit ve spor yapilar1 (Foto: F. Oskay, 2021).

Etmen 0l stirgiinler, ibreler ve kozalaklar lizerinde gelisen tireme yapilarindan salinan
sporlar ile kisa mesafede yayilis gostermektedir (Capretti ve dig. 2013). Kozalak,
tohum ve fidan gibi bitki materyalleri fungusun uzun mesafelere yayilis gostermesinde
oldukca onemlidir (Burgess ve Wingfield 2002, Stanosz ve dig. 2007). Tohum ve
kozalaklar bu patojene kars1 hassastir (Peterson 1977) ve etmen tarafindan en fazla
kolonize edilen bitki kisimlaridir (Munck ve dig.2009, Santini ve dig. 2008, Smith ve
dig. 2002). Etmen saricam ve karacam da dahil olmak iizere bir¢ok ¢cam tiirliniin
tohumunda tespit edilmistir (Decourcelle ve dig. 2015, Smith ve dig. 2015, Vujanovic
ve dig. 2000, Oskay ve Karatas 2021).

2.4. Diplodia sapinea’min Yayilisi ve Ana Konukcular:

Diplodia tiirlerinin neden oldugu siirgiin yaniklig1 belirtisine ¢am ve diger konifer
dahil olmak tizere, 6zellikle 1liman ve tropik iklim kusaklarinda 100’{ askin agag
tiirlinde rastlamak miimkiindiir. Pinaceae familyasina giren 33°den fazla ¢am tiiriinde

zarar yaptigi saptanan fungal etmen, 6zellikle P. Brutia ve P. nigra’da bunun yani sira
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Thuja, Cupressus ve Pseudotsuga menziesii gibi diger bazi koniferlerde de tespit
edilmistir (Gibson 1979, Swart ve Wingfield 1991a, b Hausner ve dig. 1999, Flowers
2001, Aday ve dig. 2014, Dogmus Lehtijarvi ve dig. 2014).

D. sapinea, diinyanin hemen hemen her iilkesinde (Sekil 2.2), ozellikle egzotik
tiirlerde tespit edilmis bir fungal tiirdiir (Burgess ve dig. 2001a, 2004a, Burgess ve
Wingfield 2002). D. scrobiculata’ nin ise tersine siirli bir dagilim ve konukgu dizisi
vardir. Bu tiir sadece Meksika, Kaliforniya, Amerika Birlesik Devletleri’nin kuzey
kesimlerinde ve Giiney Avrupa'da rapor edilmistir (Morelet ve Chandelier 1993,
Blodgett ve Stanosz 1997, Burgess ve dig. 2004b, Lazzizera ve dig. 2008, Munioz ve
dig. 2008). P. radiata gibi giiney yarimkiirede birgok bdlgede baskin plantasyon
tirleri, D. scrobiculata igin iyi birer konuk¢u oldugu bilinmektedir (Burgess ve dig.
2004Db).

Diplodia sapinea’nin sebep oldugu ¢am siirgiin yanikligi hastaligi tilkemizde de
camlarin yaygin hastaliklarindan biridir (Oskay ve dig. 2018b). Patojen lilkemizde
Akdeniz Bolgesi’'nden Bati Karadeniz’e, Marmara Bolgesi’'nden Giiney Dogu
Anadolu’ya, tiim yerli ¢cam 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-
Lehtijirvi ve dig. 2007, 2014, Laz ve dig. 2018; Ozkazang¢ ve Maden 2013, Soylu ve
dig. 2001, Siimer 2000, Unligil ve Ertas 1993, Yeltekin 2015, Aday Kaya ve dig. 2019)
ve Duglas Goknart Goknar1 [Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco] ile Toros
sedirinde (Cedrus libani A. Rich) rapor edilmistir (Aday Kaya ve dig. 2014; Oskay ve
dig. 2018a).

Hastalik, kentsel alanlarda, park ve bahgelerdeki ¢camlarda da tespit edilmistir (Oskay
ve dig. 2018c; Unal ve dig. 2018; Unligil ve Ertas 1993). Bunlarin da 6tesinde, D.
sapinea’nin, iilkemizde ¢esitli ¢am tiirlerine ait tohum bahgelerinde de 6nemli
zararlara sebep oldugu bilinmektedir (Aday Kaya ve dig.2019; Dogmus-Lehtijarvi ve
dig. 2014). Patojenin, Kefken Orman Isletme Sefligi (Adapazari) sinirlari icerisinde
bulunan karagam ve saricam tohum bahgelerinde 6nemli oranda tahribata yol ac¢tigi
(Dogmus-Lehtijarvi ve dig. 2014), yine ayni isletme sefligi sinirlarinda yer alan P.
radiata, P. pinaster ve P. menziesii tohum mescerelerinde de oldukga yaygin ve 6nemli

zararlara sebep oldugu tespit edilmistir (Aday Kaya ve dig. 2019, Yelteki 2015).
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Bunlara ek olarak, Sanli ve dig. (2010) tarafindan da Balikesir’de bir karagam tohum

bahgesinde de yogun D. sapinea zarari tespit edilmistir.

Diplodia’nin konukgu listesi incelendiginde 33’1 askin ¢am tiiriinde ve duglas géknari
gibi diger konifer tiirlerinde de hastalik olusturdugu goriilmektedir. Diplodia tiirlerinin
iilkemizde varlig1 kayitlara gegmis olmakla beraber (Unligil ve Ertas 1993, Yiiksel ve
dig. 1999, Stmer 2000, Soylu ve dig.2001, Dogmus Lehtijarvi ve dig. 2007, 2009,
Yeltekin 2015), daha once iilkemizde biyolojik miicadelesi kapsaminda higbir

calsmaya rastlanmamustir.

Sekil 2.2. Diplodia sapinea’nin yayilis haritast (CABI 2021)

2.5. Hastalik belirtileri

Agaglarda endofitik karakterde goriilebilen Diplodia sapinea (Burgess ve dig. 2004;
Flowers ve dig. 2006, CABI 2019, Bu3kamp ve dig. 2020, Terhonen ve dig. 2021),
sicaklik ve kuraklikla ilgili stres nedeniyle zayifladiginda patojenik hale gelebilmekte
(Blodgett ve dig. 1997a, Stanosz ve dig. 2001 Blumenstein ve dig. 2020) ve agaclarda
hastalik simptomlarina neden olmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi (hidrojen
peroksit, H202 vb.) ve serbest amino asit birikimi kurakliga kars1 verilen ortak bitki
tepkileri olarak bilinmektedir (Sherwood ve dig. 2015). Kurakligin bitki
metabolizmasinda neden oldugu bozulmalar genellikle patojenik saldir1 sirasinda
meydana gelmektedir. Bu durum, kuraklik stresinin agaglarda fungal patojenlere karsi
artan duyarliliktan kismen sorumlu oldugunu gosterebilir (Desprez-Loustau ve dig.
2006, Sturrock ve dig. 2011 Sherwood ve dig. 2015).



Bircok iilkede hem yerli hem egzotik konifer tiirlerinde ciddi boyutlarda zarara neden
Diplodia tiirleri, siirgiin yaniklig1 basta olmak {izere, tepe solgunlugu, gévde ve dal
kanseri, diri odunda renklenme, tohum ¢iirtikligii, ¢okerten, kok bogaz ¢iiriikliigiine
sebep olmaktadir (Marks ve Minko 1969, Chou 1976 a,b, Nicholls ve dig. 1977,
Palmer ve Nicholls 1985, Chou 1987, Palmer 1991, Kay ve dig. 1997, Rees ve Webber
1988). Agaglarin yeni gelisen siirgiinlerinde hastalik, ibrelerin genellikle alt
kisimlarinda 6nce sararma daha sonra da kahverengiye donmesi seklinde baslamakta,
ibreler glicsiizlesmekte ve bliyliyememektedir. Bu renk degisimleriyle birlikte

ibrelerin sayilarinda fark edilir bir azalma gozlenmektedir.

Fungus, ilk olarak golgeye maruz olan alanlardaki bireyleri daha ¢ok etkilemekte,
biitiin yeni silirglinler hizla 6lmeye baslamakta ve hastalanmis dokular regine ile
kaplanmaktadir. Recine damlalarinin goriilmesi hastaligin ilk sinyalidir (Buti 1993).
Siirgiinde olusan zararlar 6zellikle yeni gelismekte olan geng fertlerde gelisme geriligi
ve govde formunda bozulmalara neden olurken, olgun bireylerde de artim kaybina ve
kullanim alanlarina gére odun kalitesinde azalmalara yol agmaktadir. Ozellikle geng
agaclar, iklim kosullarinin fungus i¢in uygun olmas1 durumda kisa slirede yagsamlarini
kaybedebilirler. Fungus dogal genglestirme alanlarindan c¢ok, fidanliklarda ve
plantasyon alanlarinda ciddi boyutta kayiplarayol agmaktadir (Rees ve Webber 1988
Stanosz ve dig. 1997, 2001, 2005). Yetiskin agaclarin kendini yenilemesi ¢ok daha zor
oldugundan bu fungus, olgun bireyler {izerinde diger patojen etmenlerin de sayesinde

daha cabuk etkin olmakta ve agaci kisa siirede 6liime sevk edebilmektedir.

2.6. Diplodia sapinea’min miicadelelesi

Hastaligin kontrol edilmesinin en pratik yolu agaclandirma c¢aligsmalarinda dayanikli
tiirlerin kullanilmasidir (Gallenberg ve Chase 2001). Ayrica, erken donemde yapilan
aralama islemi hava sirkiilasyonunu arttirmakta, su ve besin rekabetini azaltmakta ve
bunun sonucunda fungusun neden oldugu enfeksiyon siddeti diismektedir. Bu aralama
caligmalarinin zamanlamasi fungusun yayilmasinin minimum oldugu (kurak ve/veya
soguk) ve iklim kosullarinin spor ¢imlenmesi i¢in elverissiz oldugu zamanlarda tercih
edilmelidir. Ayrica aralama ve budama artiklarinin alandan uzaklastirilmasi 6nemlidir

(Swart ve dig. 1985). Bunlara ek olarak topragin besin elementleri ile desteklenmesi,
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mimkiin oldugu takdirde zaman zaman havalandirilmas:1 hastaligin zararinin

hafifletilmesi adina alinabilecek onlemler arasindadir.

Hastalikla miicadelede bazi kimyasallar da kullanilmaktadir. Bunlar arasinda,
thiophanetemethly (Clearly’s 3336), mancozeb, chlorothalonil, triadimefon, benomyl,
bakirli fungusitler (coppercompounds) bulunmaktadir (Oztiirk 1990, Eaker 2001,
Nameth ve Chatfield 2001).
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3. LITERATUR OZETi

Orman patojenlerinin sebep olduklar1 zararlar genellikle siddetli, uzun vadeli ve
hafifletilemez olarak goriilmektedir. Hastalik etmeninin olugsmasinda uygun g¢evre
kosullari, duyarli bir konuk¢u ve hastalik olusturabilen bir patojen yeterli olmaktadir.
Bu etmenlerinin faaliyetleri sonucunda orman ekosistemlerinde agaglarin Olmesi,
artimin azalmasi, rejenerasyonun gecikmesi, tiir degisimi, ticari odunun zarar gormesi
gibi hem ekonomik hem de ekolojik ac¢idan da 6nem tasiyan yerel veya daha genis
capta istenmeyen durumlar ortaya ¢ikabilmektedir (Dogmus Lehtijarvi ve dig. 2012,
Oskay ve dig. 2014). Bitki ve hayvan tiirlerinin yasayabilme yeteneklerinden,
ormanlarin verimine ve karbon tutumuna kadar bir¢ok 6nemli konuda zarara neden
orman patojenleri, diinya ¢capinda orman ekosistemleri i¢in énemli tehdit unsurlar

arasinda yer almaktadir.

Insan ve gevre saghigina duyarl, siirdiiriilebilir ormancilik ve tarim icin, zararlilarla
entegre miicadele prensipleri 151ginda biyolojik miicadele, diinyada biiyiik 6nem arz
etmektedir. Uzun vadede tiim canlilifa fayda saglayan bu miicadele yontemi, hastalik
etmenleriyle antagonistik organizmalar arasindaki etkilesimin bir Uiriinii olarak ortaya
cikmaktadir. Bu etkilesim tipleri; antibiyosis, rekabet, hiperparazitizm, hipovirulens,
uyarilmis dayamklilik, ¢apraz koruma seklinde belirtilmistir (Bora ve Ozaktan 1998).
Bu etkilesim tiplerinden biri olan uyarilmis dayaniklilik sistemi, bitkide mevcut olan
dogal savunma sisteminin harekete gegirilmesiyle gerceklesmektedir. Antagonistin
bazi salgilar1 ya da icerdigi kimyasal maddeler, konuk¢u bitkide patojene karsi
dayaniklilik sitemlerinin ¢aligmasini ya da harekete ge¢gmesini saglayarak konukcu
lizerinden saglanan bir biyolojik savas olanagini kapsamaktadir (Aslan ve Ozaktan
2005). Uyarilmis dayaniklilik mekanizmasina genellikle salisilik asit, jasmonik asit,

etilen ve patogenezle ilgili proteinler aracilik etmektedir (Tripathi ve dig. 2008).

Birgok fungusun, bakteri ve diger funguslar basta olmak {izere cesitli
mikroorganizmalar1 antagonize edebilme yetenekleri uzun yillardan bu yana
bilinmektedir (Waksman 1944). Antagonistler; antibiyotik iireterek, patojen ile besin
ve/veya yer rekabetine girerek, patojen {izerinde antagonist mikroorganizma

hiperparazit olarak yasayarak patojenin gelisimini engellemekte veya baskilamaktadir.
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Endofitler dogrudan bdcekleri ve patojenleri inhibe edebilen veya bitkiyi uyararak
pasif durumdaki dayaniklilk mekanizmalarinin harekete gecirilmesini saglayan
sekonder metabolitler iiretebilmektedir. Bu nedenle endofitler gibi antagonistik
mikroorganizmalarin kullanimi bitki hastaliklar1 miicadelesinde en ideal metotlardan
biri olup hastaliklarin biyokontroliinde biiyiikk umut vaat etmektedir. (Trejo-Estrada ve
dig. 1998).

Bitkiler siirekli olarak genis bir mikroorganizma yelpazesi ile etkilesim iginde
bulunmaktadirlar. Bu mikroorganizmalar, toprak ve bitkinin toprakalti organlarinda
(kok mikroorganizmalari), bitki yiizeyinde (epifit) ve bitkilerin i¢sel dokularinda
(endofit) kolonize halde bulunabilir. Endofitler, bitkilerin canli i¢ dokularinda
kolonize olan ve herhangi 6nemli bir simptoma neden olmadan yasayan organizmalar
olarak bilinmektedir (Beram ve dig. 2016). Endofitizm, bitki dokusu i¢inde herhangi
bir zarar1 bulunmadan yasayan mikroorganizmanin bitki ile karsilikli mutualizime
dayal1 bir olgudur. Endofitler, biyolojik bir kaynak olmalarinin yani sira; dogada
bitkilerin biliylimesinde, gelisiminde, biyotik ve abiyotik stres faktdrlerine toleransinda
ve adaptasyonunda rol oynayan bir¢ok farkli fonksiyona sahiptirler (Soylu ve dig.
2016). Funguslar ve bakteriler en yaygin olarak bulunan endofitik mikroorganizmalar
olup diinya iizerindeki hemen hemen her bitkide bulunabilirler. Sahip olduklari
sekonder metabolitler sayesinde tip, tarim ve endiistri gibi 6nemli alanlarda genis bir
kullanim potansiyeline sahip olan endofitler, ozellikle biyolojik miicadele gibi
yontemlerde etkin sekilde kullanilma potansiyeline sahiptirler. Bu nedenlerle yeni
endofitleri kesfetmek ve iglevlerini belirlemek biiylik 6nem gostermektedir (Beram ve

dig. 2016).

Potansiyel biyolojik miicadele etmenleri bakimindan orman agaclari 6nemli bir
kaynak olusturmaktadir (Fisher ve Binkley 2000). Hastalik etmenlerine kars1
kullanilacak potansiyel antagonistlerin oncelikle test organizmalarina karsi in-vitro
calismalarda etkili bulunmalaridir. In vitro ¢alismalarda basarili olan izolatlarin ise
dogal kosullarda stabil kalabilmeli ve arazi kosullarinda hastalik etmenlerini baski
altinda tutabilecek popiilasyon seviyesine ulasabilecek yetenekte olmalidir. in vitro
testler, fungal etmenlerin enzimatik ve antibiyotik aktivitelerinin belirlenmesinde

oldukca kullanish ve giivenilir yontemlerdir.
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3.1  Funguslarla Yapilan Biyolojik Miicadele calismalari

Trichoderma spp.'ye ait funguslarin bitki patojenlerine karsi antagonistik aktiviteleri
uzun yillardan beri bilinmekte ve c¢alisilmaktadir. Yapilan arastirmalar Trichoderma
tiirlerinin fungal bitki patojenlerinin biyolojik miicadelesinde oldukca etkili oldugu
ortaya koymaktadir. Trichoderma tiirleri bitki gelisimini hizlandirmakta, bitki
savunma mekanizmalarini stimiile etmekte, bitkileri toprak kaynakli patojenlere kars1
direngli hale getirmekte ve cesitli antibiyotik bilesikler iiretmektedir. Tiim bu
nedenlerle biyolojik miicadelede oldukga fazla tercih edilmektedir (Kiigiik 2000).
Uzerinde en fazla galisilan ve biyolojik miicadelede kullanilan Trichoderma tiirleri
Trichoderma harzianum Rifai, T. virens (J.H. Mill., Giddens & A.A. Foster) Arx, T.
viride Pers., T. asperellum Samuels, Lieckf. & Nirenberg olmakla birlikte, ticari
biyolojik miicadele preparatlar1 T. polysporum (Link) Rifai, T. stromaticum Samuels
& Pardo-Schulth, T. harzianum ve T. virens tiirlerini igermektedir. Baz1 Penicillium
tirlerinin de antifungal bilesikler tireterek bitkileri fitopatojenlerden koruyucu etki
gosterdikleri bilinmektedir (Oskay, 2017). Pseudomonas, Bacillus, Trichoderma,
Gliocladium, Taloromyces ve avirulent Fusarium gibi organizmalar bulunduklart
ekosisteme gosterdikleri uyum ve bitki gelisimi iizerindeki olumlu etkileri nedeniyle
ticari olarak da tiretilmektedir. Bunlar arasinda Mycostop, Actinovate gibi bakteriyel
ve Trichodex gibi fungal antagonistler ticari preparat haline getirilmislerdir (Ozaktan
ve dig. 2010).

Yapilan bir ¢alismada Aspergillus, Penicillium, Fusarium Link, Alternaria Nees ve
Trichoderma cinslerine ait 70 izolatin antibiyotik aktivitelerini test edilerek bunlar
arasindan bakterisidal, fungisidal, insektisidal etkiye sahip olanlar belirlenmeye
calistlmistir. S6z konusu ¢alismada, in vitro kosullarda, en yiiksek aktivitenin ti¢
Penicillium oxalicum Currie & Thom, bir P. decumbens Thom ve bir T. harzianum
izolat1 ile saglandigi tespit edilmis, antibiyotik iliretme yetenekleri ile iyi bilinen
Penicillium cinsi funguslarin izolatlarmin birgogunun pozitif sonuglar verdigi

belirtilmistir (Santamarina ve dig. 2002).

Diger bir ¢alismada, orman fidanliklarinda Picea glehnii (F. Schmidt) Mast fidelerinde
¢Okerten hastaligina sebep olan Pythium spp.'ye karsi antifungal aktiviteye sahip

oldugu tespit edilen Penicillium frequentans Westling izolatlar1 biyolojik miicadele
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etmeni olarak denenmistir. Calismanin sonucunda bu izolatlarin biyolojik miicadele
calismalarinda basarili oldugu ve yapilacak g¢aligmalarda kullanilma potansiyeline

sahip oldugu ortaya koyulmustur (Yamaji ve Fukushi 2005).

D. sapinea’nin iilkemizdeki varhig: ilk defa Unligil ve Ertas (1993) tarafindan,
Istanbul’un kuzeybatisinda yer alan Kemerburgaz yakinlarinda Pinus pinaster Ait. ve
Pinus pinea L. siirgilinlerinde tespit edilmistir. Stimer (2000) tarafindan yapilan diger
bir ¢alismada ise, Kahramanmaras bélgesindeki Pinus nigra Arn., Pinus brutia var.
eldarica Afgan ve P. brutia Ten. mesgerelerinde fungusun varliginindan séz
edilmistir. D. sapinea ’nin iilkemizdeki yayilisi, zarar1 ya da konukgular ile ilgili
detayl1 calismalar, Dogmus-Lehtijarvi ve dig. (2007; 2009) tarafindan, Antalya-Asagi
Gokdere yoresindeki Kizilgam (P. brutia) plantasyonlarinda yapilmistir.

Smith ve arkadaslari tarafindan gizli endofitik olarak varligini siirdiiren ve fungal bir
tiir olan S. sapinea’ nin saglikli dokudaki hizla ilerleyen enfeksiyonlart mantikli bir
simptom gelisimi ile agiklanamamustir. S. sapinea vb. funguslarin don, sicak riizgarlar
veya kuraklik gibi ¢evresel stres altinda hizla gelisim gosterip hastaliga sebep olmasida
dikkate alinarak bir ¢alisma gelistirilmistir. Yapilacak olan ¢alisma i¢in saglikli, yesil,
olgun ancak agilmamis kozalaklar secilmistir. Kozalaklar 8 parca plakalar seklinde
ayrilarak izolatlar inokule edilmis, 10 giin boyunca karanlikta ve 20°C'de inkiibe
edilmistir. Inkiibe edilen izolatlar arasindan S. sapinea izolatlar1 belirlenmis ve
karakteristik konidilerine gore 151tk mikroskobu kullanarak incelenmistir. Bu
calismanin sonuglarina dayanarak S. Sapineanin gizli patojen olarak kabul
edilebilecegi ve endofitik enfeksiyonlara yatkin oldugu sdylenmistir (Smith ve dig.

1995).

Campanile (2007), D. sapinea’ ya karsi antagonistik Ozellik gelistirebilecegini
diistinerek sectigi 6 (T. viride, Epicoccum nigrum, Fusarium tricinctum, A. alternata,
Sclerotinia sclerotiorum ve Cytospora) farkli endofitik tiirti analiz etmistir. Tirler
Badalyan, Innocenti, & Garibyan, (2002, 2004) tarafindan agiklanan ikili kiiltiir
yontemine gore test edilmistir. Testlerde iki koloninin radyal biiylimesinin
Ol¢iilmesiyle patojen/antagonist etkilesimi elde edilmistir. Antagonist aktiviteyi
belirleyen en onemli parametre koloni biiylime hizi kabul edilmistir. Bu testler
sonucunda T. viride'nin bliyiime hizi D. corticolanin biiylime hizina esit oldugu

goriilmiistiir (Campanile 2007).
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Lehtijarvi ve dig. (2007), Isparta-Asagi Gokdere’deki siirgiin yanikliginin sebeplerini
ve kizilgam kurumalarin1 aragtirmiglardir. Bu bolgede kizilgamlarda S. sapinea’nin
zarar1 tespit edilmistir. Sorvey alanindan sistematik olarak 90 agag se¢ilmis ve her bir
agactan Olii bir siirgiin kesilmistir. Fungusun varligi steromikroskop altinda incelenmis
ve % 21,1 oraninda S. sapinea ayrica % 46,7 oraninda Truncatella hartigii tespit
edilmistir. Bulunan 2 fungus karacam ve kizilgam tiirlerine asilanmis ve 8 ay
inkiibasyon siiresi sonrasinda lezyon boylar1 l¢iilmiistiir. S. sapinea, hem kizilgam

hem de karagam tiiriinde tespit edilmis ve biiyiik lezyon boylar1 6l¢iilmiistiir.

Munoz ve arkadaglar1 2008 yilinda D. pinea ile asiladiklar1 fidelere ayni1 metot ile V.
dahliae veya D. scrobiculata izolatlar1 agilamislardir. D.scrobiculata veya V. dahliae
ile asilanmig camlarda D. pinea'nin ortalama kanser uzunlugunda 6nemli bir azalma
oldugunu raporlamiglardir. D. pinea, V. dahliae'ye D.scrobiculata'ya gore biraz daha
fazla duyarl olup, iki tedavi arasinda ortalama kanser uzunlugu agisindan anlamli bir
fark saptanmamustir. V. dahliae ile 6nceden asilanmis agaglar %31.12'de siirgiin geri
dontisii gosterirken, D. scrobiculata ile dnceden asilanmis olan agaglarda %32.18'lik
bir siirglin geri doniisii gostermistir. Camlarda 6nemli hasara neden olan agresif
patojen D. pinea ile saldirgan olmayan patojenler D. scrobiculata ve V. dahliae iki
yakindan iliskili fungus patojeni arasindaki saldirganlik farki sayesinde iliski kurup

basarili sonuglar vermislerdir (Munoz ve dig. 2008).

Dogmus Lehtjjarvi ve dig. (2014), Tiirkiye’nin Kuzeybatisinda Kerpe Arastirma
Ormaninda bulunan P. nigra ve P. sylvestris tohum bahgelerinde zarara neden olan D.
sapinea’nin hastalik siddetini arastirmislardir. Ayrica izolatlar arasindaki genetik
farkliliklar1 belirlemek icin RAMS analizi yapmislardir. Hastalikla ilgili sorvey
calismalar1 Izmit’te yapilmistir. Siirgiinlerdeki ve kozalaklardaki piknit varlig
incelenmigstir. PDA besi ortami kullanilarak fungusun kiiltir ve morfolojik
ozelliklerine bakilmistir. Morfolojik ozellikler ve spesifik primerler kullanilarak
yapilan ¢alismalarin sonuglara gore siirgiin ve kozalaklardaki zararin D. sapinea 'ya ait
oldugu tanimlanmistir. Buna ek olarak Diplodia izolatlar1 arasindaki genetik
farkliliklar1 belirlemek icin yapilan RAMS analizi sonucunda ise P. nigra ve P.
sylvestris tohum bahgelerinden elde edilen izolatlar arasinda herhangi bir genetik

farklilik tespit edilmemistir.
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Bir diger calismada ise arastirmacilar sérvey calismalarinda 12 6rnek alan 6 ¢cam tiirii
belirlemis ve bu 6rnek alanlar lizerindeki ¢am tiirlerinde Diplodia siirglin yanikligi
olup olmamasi durumuna gore incelenmis, hastaligin mevcut oldugu tiirlerin saglik
durumlar1 hastalik paremetresine gore degerlendirilmistir. Toplam 227 farkli farkh
agac tiirinde D. sapinea ya bagl siirgiin yaniklig1 gdzlenmistir. Ornek alanlardan
alinan yanik siirgiinlerin tiimii stereo mikroskop altinda incelenmis ve piknit yapisi
goriilen dokular belirlenmistir. Belirlenen piknit dokular steril edilmis 6ze yardimiyla
piknit yapilar1t PDA besi ortamina aktarilmistir. Hazirlanan besi ortamlariyla 50 izolat
elde edilmis ve elde edilen izolatlar hastalik olusturup olusturmama egilimine goére
incelenmistir. Gergeklestirilen bu ¢aligmalar sonucundan siirgiin 6rneklerinden
hazirlanan izolatlarda bulunan fungus cinsinin diplodia sapinea oldugu diisiiniilmiistiir.
ITS dizilemesi sonucunda elde edilen DNA dizileri, BLAST gen bankasinda bulunan
D. sapinea dizileriyle karsilastirildiginda %100 benzerlik oldugu goriilmiis ve D.
sapinea oldugu kesin olarak tespit edilmistir (Yeltekin 2015).

Aday Kaya ve arkadaslar1 P. nigra, P. Sylvestris, P. Taeda, P. Pinaster ve P. radiata
tiirlerinin bulundugu toplam 159 agacgtan olusan Ornek mescereleri belirlemistir.
Stirgilinlerden toplam 106 izolat elde edilmis, koloni 6rnekleri ve morfolojik tanilama
ile izolat 6rneklerinin D. sapinea oldugu tanimlanmistir. 106 izolat i¢inden segilen
temsili izolatlar molekiiler dizi analizi ile dogrulanmistir. Diziler Gen Bankasinda D.
sapinea ile %99 eslesme gostermistir. Elde edilen D. sapinea fidelere asilanmis ve test
edilen asili tim fidelerde koyu kahverengi asi noktalarmin etrafinda siyah renk
degisikligi gozlenmistir. Enfeksiyon sikligi asilanmis fidelerde %100 olmustur.
Konakg1 fideler tiirlerine gore incelendiginde onemli 6l¢iide farklilik goriilmiistiir.
Test edilen diger Pinus tiirleri ile karsilastirildiginda, P. radiata D. sapinea'ya oldukga
duyarl olarak rapor edilmistir. Ayrica iiretilen lezyonlarin boyutlarinda da 6nemli
farkliliklar bulunmustur. D. sapinea tarafindan test edilen konukgu tiirler lizerinde en
uzun lezyonlar P. radiata ve P. sylvestris iizerinde rapor edilmistir (Aday Kaya ve dig.
2019).

Bir bagka calismada, iki farkli orman fidanligina ait 2000 adet fistikgam1 ve kizilgam
tohumu incelenmis ve bu tohumlarda %0.6 oraninda D. sapinea tespit edilmistir.

Incelenen tohumlarda D. sapinea ile birlikte Fusarium spp., A. alternata, S. polyspora,
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Stephylium sp., A. niger, F. oxysporum, A. pullulans, R. solani, T. salicis, C. globosum

gibi tiirler elde edilmistir (Karaman 2021).

BuBkamp ve dig. 2021 yaptiklar1 ¢alismada Isko¢ ¢ami fidanlik bitkilerinden S.
sapinea izole etmis ve 6n izolasyonlarda 8 mantar morfotipi tanimlanmiglardir¢ Tiim
izolatlar morfolojiye gore tanimlanmistir. Bunlar; Phoma spp. (47%), Alternaria spp.
(30%), Microsphaeropsis olivacea (21%), Epicoccum sp. (5%), Fusarium sp. (2%)
Sordaria sp. (1%), Hypoxylon fragiforme (1%) and Diaporthe sp. (>1%)’dir. Izole
edilen funguslar fidanlara agilanmistir. S. sapinea ile asilanan tim siirgiinler
enfeksiyon belirtileri gostermis ve siirgiinleri esmerleserek ignelerin 6ldiigi
gbzlemlenmistir. Kontrol bitkilerinde ise hicbir enfeksiyon goriilmemis, siirgiinler
saglikli ve simptomsuz kalmistir. Bununla birlikte, odunsu dokulardan izole edilen
endofitik suslarda nekroza neden olmustur. S. Sapinea suslart Sarigam ve diger
alternatif konakgilar1 kolonize edebilecegi gozlemlenmistir. Potansiyel olarak genis
konak araligi, izolatlarin yiiksek agresifligi ve kuraklik stresi altinda artan hastalik
siddeti dikkate alindiginda S. sapinea'nin yiiksek riskli bir ¢am patojeni oldugu
sonucuna ulasilmistir (BuBkamp ve dig. 2021)

Blumenstein ve dig. 2021 yaptiklar1 ¢alismada D. sapinea izolatlarini inhibe etme
yetenegine sahip sarigam siirglinlerin izole edilen 27 fungal antagonist ile
calismiglardir. Calismalar sonucunda sarigam izole tiirleri ile D. sapinea arasinda
etkilesim gorilmiistiir. Etkilesimler yakindan incelendiginde izole edilen 13 tiir

potansiyel antogonist olarak basarili bulunmustur (Blumenstein ve dig. 2021).
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4, MATERYAL VE YONTEM

Bu tez calismasina ait aragtirmalar, asagida verilen temel asamalar ¢ergcevesinde (Sekil
4.1) gergeklestirilmistir. Bu asamalarin  gerceklestirilmesinde izlenen adimlar,

kullanilan materyal ve yontem ilgili boliimlerde agiklanmistir.

Funguslarin izolasyonu

Morfolojik Teshis Calismalari

1. ASAMA

Fungal izolatlarn Karakterizasyonu

Molekiiler Teshis Calismalari

DNA Dizileme Caligsmalari

Antagonist ve Indikatér Izolatlarn
Hazirlanmasi

2. ASAMA Antagonistik Etkilesimlerin /n Vitro

Fungal Inhibisyon Testleri Belirlenmesi

Veri Analizleri

Sekil 4.1. Arastirma asamalari
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41  Materyal

4.1.1 Denemelerde kullanilan antagonist ve indikator fungal izolatlar

Bu arastirmada in vitro gergeklestirilen fungal inhibisyon testlerinde 21 farkli fungal
izolatin D. sapinea izolatlar1 tizerindeki antagonistik etkileri belirlenmistir. Denemede
kullanilan D. sapinea izolatlar1 P. halepensis ve P. brutia aga¢ tiirlerinden elde
edilmistir (Tablo 4.1). D. sapinea izolatlar1 lizerinde antagonistik etkileri belirlenen
fungal izolatlar, orman agaglarinin tohum, ibre, siirgiin, kozalak gibi farklh
dokularindan izole edilmistir (Tablo 4.2). Calismada antagonist olarak kullanilan
izolatlar genel olarak literatiirde antagonistik etkiye sahip oldugu bilinen cinslerdir
(Al-Heeti and Sinclair 1988, Kubicek and Harman 1998, Kohl ve Molhoek 2001,
Kiiglik 2000, Santamarina ve dig. 2002, Yamaji ve Fukushi 2005, Harman 2005,
2006).

Tablo 4.1. Denemelerde kullanilan Diplodia sapinea izolatlar1 ve 6zellikleri

Haploti Lzole Doku
Kodu plotip Konuk¢u Lokalite edilen . Habitat
No simptomu
doku
DS80 14 P [zmir/Urla Siirgiin Simptomatik Canl, snvnptomatlk
halepensis agac
DS85 7 P |izmir/Urla | Siirgin | Simptomatik | C2nb simptomatik
halepensis agac
Olii ortii (yere
DS99 18 P. brutia Mugla Kozalak Olii diismiis yash
kozalak)
Olii ortii (yere
DS110 23 P. brutia Antalya Kozalak Olii diismiis yash
kozalak)

Tablo 4.2. Diplodia sapinea izolatlar1 iizerinde antagonistik etkileri belirlenen fungal izolatlar ve
ozellikleri

izole Doku
Kodu | Konuk¢u Lokalite edilen . Habitat
Simptomu
doku
EACF | P.pinea | izmir/Bergama |Tomurcuk| Siglkh Canls, saglikh agag
gOriiniim (Diplodia’li agac)
E2CS P. . Cankiri/Eldivan Ibre Olii Olii ortii
sylvestris
E3CS P. Cankiri/Eldivan Odun Olii Olii agag
sylvestris
E4CS P. . Cankiri/Eldivan Odun Olii Olii agac
sylvestris
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E5CF | P.pinea | Izmir/Bergama |Tomurcuk Saglikl Canl, saglikli agag (Diplodial

gOriiniim alan)
Anormal
. - N yapi, 5 g
E6CZ | P.brutia | Denizli/Bozkurt | Sirgiin siskinlik, Canli, saglikli agag

canlt
Kozalak Saglikli
(2 yash) goriiniim

Siirgiin (1 Saglikli

E7CF | P.pinea | izmir/Bergama, Canly, saglikli agac

E8CZ | P.brutia | Denizli/Bozkurt Canli, simptomatik agag

yasl) goriiniim
E9CZ | P. brutia | Denizli/Bozkurt Stirgiin (2 S..a%hlfh Canly, simptomatik agac
yasl) goriiniim
Anormal
. - - yapi, . S
E10CZ | P.brutia | Denizli/Bozkurt Siirgiin siskinlik, Canli, simptomatik agac
canlt
P. nigra - -
E11CK| subsp. |Denizli/Acipayam Stirgiin (2 S_,a‘(_;,hl,(,h Canli, simptomatik agac
. yasli) gOriiniim
pallasiana
P. nigra I <
E12CK| subsp. |Denizli/Acipayam Siirgiin (1 S..af.”.hlfh Canli, simptomatik agac
. yasli) goriiniim
pallasiana
E13CH P. . Izmir/Urla Siirgiin S__agfhlfh Canly, simptomatik agac
halepensis goriiniim
. Olii .
P. Istanbul/Atatiirk . . . Canli, simptomatik agac
EL4CT | thunbergii | Arboretumu fore | (Diplodia (Diplodia’li ibre)
sapinea)
. Kozalak Saglikl - -
E15CF | P. pinea Adana (1 Yash) griiniim Canli, saglikli agag
P. nigra <
E16CK | subsp. Cankiri/Eldivan Siirgiin S_,agfhlfh Canly, sagliklt agac
. goriinim
pallasiana
P. nigra %
E17CK| subsp. | Isparta/Kegiborlu | Tohum S_,ag_hl.(.h Canli, saglikli agac
. gOriiniim
pallasiana

Saglikli Canli, saglikli agac (Diplodia’l
goriiniim alan)
E19CZ | P. brutia Antalya Kozalak Olii Canly, saglikli agac

Kozalak Saglikl
(2 Yash) goriniim

E18CF | P.pinea | Izmir/Bergama, | Siirgiin

E20CF | P.pinea Bursa Canli, saglikli agag

Isparta/Egirdir

E21CZ | P. brutia orman fidanlig:

Govde | Simptomatik Canli, simptomatik fidan

4.1.2 Arastirmada kullanilan besi ortamlar:

Calismada, izolasyonlar i¢in besi ortami olarak Patates Dekstroz Agar (PDA, Merck)
ve Malt Extract Agar (MEA, Merck) kullanilmistir. Fungal inhibisyon testlerinde besi

ortami olarak PDA kullanilmistir. Besi ortamlari iiretici firma talimatlarina uygun
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olarak hazirlanmistir (Tablo 4.3). Besi ortamlar1 121 C°'de 20 dakika olacak sekilde
otoklavda sterilize edilmistir. Steril besi ortamlar1 uygun sicakliga geldikten sonra 9

cm capindaki steril plastik petri kaplarina esit miktarda dokiilmiistiir.

Tablo 4.3. Besi ortamlarinin hazirlanis talimatlari

PDA (Merck) 399 1000 ml. distile su
MEA (Merck) 48 ¢ 1000 ml. distile su
Water-Agar 209 1000 ml. distile su

4.1.3 Arastirmada kullanilan cihazlar

Agaroz jel elektroforez aparati (Thermo, EC320); Etiv (Wiseven, Fuzzy Control
System); Su banyosu (Niikleon Laboratory Equipment); Otoklav (Niive, NC 40M);
PZR cihaz1 (Optimus, 96G); Gii¢ kaynagi (Thermo, EC250-90); Isik mikroskobu
(Olympus, CX21); Mikrobiyolojik Giivenlik Kabini (Niive, Class II, MN 120);
Santrifiij (Alfagen, 15K); Vorteks (Dragon Lab, MX-F); Terazi (Precisa, XB 220A ve
Mettler Toledo, PB 602-L); Jel Goriintiilleme Cihazi (Cleaver scientific, gelLite);
Microplate reader (Epoch, Biotek.).

4.2 Yontem

4.2.1 Fungal izolatlarin karakterizasyonu

Elde edilen fungal izolatlarin teshisi geleneksel (klasik) yontemlerle morfolojik
ozelliklerden faydalanilarak ve molekiiler yontemlerle, DNA dizi bilgisinden
faydalanilarak  gerceklestirilmistir.  Izolatlarin  morfolojik  ve  molekiiler
karakterizasyon islemleri Pamukkale Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Fungal

Biyoteknoloji Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
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4.2.1.1 Fungal endofitlerin izolasyonu

izolasyon, fungusun tanis1 i¢in gerekli bir asama olup, izolasyonlar sonucunda elde
edilen izolatlar (funguslara ait saf koloniler), morfolojik ve molekiiler teshis

calismalarinda kullanilmaktadir.

Orman agaglarinin tohum, ibre, siirgiin, kozalak gibi dokularindan endofitik funguslari
izole etmek i¢in besi ortami olarak PDA ve MEA kullanilmistir. Hazirlanan besi
ortamlar1 otoklavda 121 °C'de 20 dakika steril edildikten sonra, antibakteriyel madde
olarak streptomisin eklenerek 9 mm ¢apindaki petri kaplarina dokiilmiistiir. Farkli agag
dokularindan alinan pargalar uygun islemler uygulandiktan sonra iginde besi ortami
bulunan petri kaplarina aktarilmis ve gelisen funguslar siklikla takip edilerek
saflagtirillmistir. Calismada kullanilan D. sapinea izolatlar1 ve bazi endofitik izolatlar
Cankir1 Karatekin Universitesi, Orman Fakiiltesi, Orman Patolojisi Laboratuvarinda

izole edilmistir.

4.2.1.2 Morfolojik teshis calismalari

Geleneksel yontemlerle teshiste funguslarin morfolojik 6zellikleri esas alinmaktadir.
Fungusun, makroskobik ve mikroskobik ozellikleri esas aliarak teshisi, konuyla
iligkili ¢esitli kaynaklardan yararlanilarak gergeklestirilmistir (Bernicchia 2005,
Manion 1991, Ryvarden 1978). Fungus sporlarinin makroskobik ozellikleri kiiltiir
rengi ve sekli kullanilarak, mikroskopik oOzellikleri ise sporlarin rengi, sekli,

ceperlerinin 6zellikleri ve spor biiyiikliikleri incelenerek belirlenmistir.

4.2.1.3 Molekiiler teshis calismalar:

DNA ekstraksiyonu

Elde edilen izolatlar DNA ektraksiyonuna hazirlamak amaciyla iizerinde selofan
membran bulunan MEA (%2) besi ortaminda 24 °C’ de ortalama 10 giin boyunca
inkube edilmistir. Bu siirenin sonunda besi ortaminda gelisen miseller, selofan

membran iizerinden dikkatli bir sekilde kazinarak, eppendorf tiipler igerisinde
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aktarilmis ve DNA izolasyonu yapilincaya kadar -20 °C’ de muhafaza edilmistir.
Dondurularak kurutulan miseller, steril porselen havan igerisinde, sivi azot ile iyice
ezilerek toz haline getirildikten sonra steril eppendorf tiipler i¢erisine alinmistir. Total
genomik DNA, DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) kullanilarak, kit
icerisinde bulunan protokole gore ekstrakte edilmistir. Izole edilen DNA’lar
kalitelerinin belirlenmesi amaciyla microplate reader (Epoch, Biotek.) kullanilarak
Olclilmiistiir.  Yeterli konsantrasyon ve kaliteye sahip DNA’lar PCR

amplifikasyonlarinda kullanilmak tizere +4 °C ‘de saklanmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR amplifikasyonlarinda rtDNA’m ITS gen bolgelerinin dizi bilgisi kullanilmistir.
ITS bolgesinin ¢ogaltilmasinda ITS1-ITS4 primer ¢iflerinden (Tablo 4.4)
yararlanilmistir (White vd., 1990).

Tablo 4.4. Calismada kullanilan primer ¢iftleri ve hedef gen bolgeleri

Primerler Yon Primer dizileri (5’-3”) Hedef gen bolgesi Kaynak
ITS1 fleri TCCGTAGGTGAACCTGCGG ITS White et al. 1990
ITS4 Geri TCCTCCGCTTATTGATATGC ITS White et al. 1990

PCR reaksiyonlar1 Xpert Fast Hotstart Mastermix (Grisp, Portugal) ile
gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlari

Tablo 4.5°de, PCR sicaklik ve dongii kosullar1 Tablo 4.6’da sunulmustur.

Tablo 4.5. PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlar1

Bilesen Stok Kons. (25 pl) Final Kons.
ép))((;rt Fast Hotstart Mastermix 125 ul 1X
Forward primer (5 pmol/ul ) 2 ul 0.4 uM
Reverse Primer (5 pmol/ul ) 2 ul 0.4 uM
Template DNA 0.25-10 pl 1-250 ng
PCR-grade water 25 ul’ye kadar
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Tablo 4.6. PCR sicaklik ve dongii kosullari

Safha Sicakhik (°C) Siire Dongii sayisi
On denatiirasyon 95 3dk 1
Denatiirasyon 95 15 sn

Baglanma 55 15 sn 40
Uzama 72 15sn

Son uzama 72 3dk 1

4.2.1.4 DNA dizileme ¢calismalari

Elde edilen DNA dizileri diizenlenerek ardindan NCBI (National Center for
Biotechnology Information) GenBankasinda yer alan diger dizilerle nucleotide
BLAST algoritmast kullanilarak karsilastirilmistir. Tiir seviyesinde teshis icin
sorgulanan dizinin gen bankasindaki tiirlerle %98 iizerinde benzerlik géstermesi kriteri

esas alinistir. Benzerlik orani %95-98 arasinda ise teshis cins seviyesinde birakilmistir.

4.2.2 Fungal inhibisyon Testleri

4.2.2.1 Antagonist ve Indikatér fungal izolatlarin hazirlanmasi

Bu arastirmada fungal inhibisyon testlerinde 4 farkli indikatér fungus (Tablo 4.1)
izolatina kars1 21 farkli antagonist fungus (Tablo 4.2) izolat1 kullanilmistir. Tablo
4.2’de verilen bu izolatlar genel olarak orman agaglarinda endofit olarak bulunan

funguslar arasindan se¢ilmistir.

Caligmada antagonist olarak kullanilan funguslarin daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
antagonistik etkiye sahip oldugu (Al-Heeti ve Sinclair 1988, Kubicek ve Harman 1998,
Kohl ve Molhoek 2001, Kii¢iik 2000, Santamarina ve dig. 2002, Yamaji ve Fukushi
2005, Harman 2005, 2006) bilinen organizmalardir.

D. sapinea izolatlarinin Pinus cinsinin 6énemli bir patojeni oldugu bilinmektedir.

Indikatér olarak kullanilan D. sapinea izolatlar1 P. halepensis ve P. brutia
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agaclarindan elde edilmistir. Bu izolatlar farkli haplotip gruplar1 arasindan segilmistir.
P. halepensis’den elde edilen DS80 izolatinin daha Once yapilan patojenisite
caligmalarinda patojenisitesi en yiiksek izolat oldugu, DS85 izolatinin ise en diisiik

patojenisite gosteren izolat oldugu bilinmektedir.

4.2.2.2 Antagonistik Etkilesimlerin in Vitro Belirlenmesi

Calismada  izolatlar arasindaki  etkilesimlerin  belirlenmesinde,  indikator
organizmalarin ve potansiyel antagonistlerin PDA besi ortaminda es zamanl olarak
kiiltiire alinmasi ilkesine dayanan ikili kiiltir metodu “Fungal Disk Teknigi”
kullanilmistir. Test edilen izolatlar arasindaki inhibisyon, es zamanli olarak petri

kabina iki fungal diskin karsilikli olarak yerlestirilmesi (Sekil 4.2) ile belirlenmistir
(Parkinson 1994).

INDIKATOR FUNGUS ANTAGONIST

| /

T
I N
| \
1| i :
M= ——— =
| |
| (RS
| antagonist ve indikatér fungus
]
«:E Vgl ~ B :,!.

indikatdr Fungus

Sekil 4.2. Fungal disk tekniginin uygulanmasinin sematik gdsterimi (Oskay ve Simsek 2017).

Test edilecek indikatdr ve antagonist izolatlar %2’lik PDA iceren petrilerde yeterli
gelismeyi saglayana kadar (genellikle 7 giin), 25+1°C’ ye ayarli inkiibatérde karanlik
ortamda gelistirilmistir. Gelisen antagonist izolatlarin bulundugu petrilerden 5 mm
capinda mantar deliciler kullanilarak diskler alinmistir. Farkli indikatér fungus
izolatlarini igeren petrilere alinan 5 mm ¢apindaki diskle aralarinda 5 cm bosluk olacak

sekilde PDA igeren steril petri kutularina ekilmistir. Bu islem her bir antagonist izolat

i¢in 5 kez tekrarlanmustir.
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Indikatér ~ funguslarin  antagonist  icermeyen  ortamdaki  gelisimlerinin
degerlendirilebilmesi adina her bir indikatdr fungusdan 5 mm ¢apinda diskler alinarak
PDA igeren steril petri kutularma 5 tekerriirlii ekilmistir. islem eslestirmelerde oldugu
gibi petri lizerinde ayni sekilde konumlandirilmistir. Yukarida bahsedilen tiim islemler
mikrobiyolojik giivenlik kabininde gerceklestirilmistir. Fungal disklerin alinmasinda
kullanilan mantar deliciler her kullanimdan o6nce alkole daldirilarak ve alevden
gecirilerek sterilize edilmistir. Ekimleri yapilan petri kutularinin etrafi parafilm ile
sarilarak inkiibatore yerlestirilmistir. Tiim petriler daha sonra ayni kosullar altinda

25+1°C’ ye ayarli inkiibatorde karanlik ortamda inkiibe edilmistir.

4.2.2.3 Veri analizleri

Indikatdr fungusun bilyiimesinin engellenmesi (fungal inhibisyon yiizdesi) asagidaki
formiil ile hesaplanmistir (Grondana ve dig. 1997). Olgiimler cetvel kullanilarak

yapilmis ve degerler mm cinsinden kaydedilmistir.

(RE_R|}

"

RI =100x

R1, indikatér fungus inokulumu ile bunun olusturdugu koloninin antagonist
inokulumu dogrultusunda Olgiilen gelisimini; R2, indikatdr fungusun maksimum
yarigap gelisimi gosterdigi dogrultuda 6l¢iilen gelisimini temsil etmektedir. Calismada
fungal inhibisyon degerleri belirlenirken formiilde verilen R2 degeri, indikator
fungusun maksimum yaricap gelisimi gosterdigi dogrultuda 6lciilen gelisimi seklinde
degil, antagonist igermeyen ortamda gelisen indikatdr fungusun yarigapr Olgiilerek
belirlenmistir. Her bir test 5 kez tekrarlanmis olup, yiizde engelleme (RI) degeri bes

tekrarin ortalamasi alinarak hesaplanmstir.

Caligsmada elde edilen bulgularin degerlendirilmesi MiniTab 16 istatistik programinda
gerceklestirilmistir. Oncelikle verilerin basit varyans analizi (Anova Testi) yapilmustir.
Anova testi sonucunda istatiksel a¢idan farkliligin ortaya ¢ikmasi durumunda, farkl

gruplarin tespiti i¢in Duncan testi kullanilmistir.
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5. BULGULAR

Orman agaclarindan izole edilmis ve biyolojik miicadele c¢alismalarinda
kullanilabilme potansiyeli olan 21 endofitik fungusun, P. halepensis ve P. brutia
konukgularindan izole edilmis D. sapinea izolatlarina karsi in-vitro kosullarda
antagonistik aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla c¢alismalar gerceklestirilmistir.
Orman agaclarinin tohum, ibre, siirgiin, kozalak gibi dokularindan endofitik funguslar
izole edilerek, bu izolatlarin morfolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak teshis
islemleri gergeklestirilmistir. Elde edilen izolatlardan biyolojik miicadele potansiyeli
bulunan izolatlar ve D. sapinea izolatlar1 arasinda fungal inhibisyon testleri

gerceklestirilmistir.

Elde edilen fungal izolatlarin teshisi; geleneksel (klasik) yontemlerle morfolojik
Ozelliklerden faydalanilarak ve molekiiler yontemlerle DNA dizi bilgisinden
faydalanilarak gerceklestirilmistir. Fungusun, makroskobik ve mikroskobik 6zellikleri
esas aliarak morfolojik teshis islemleri yapilmistir. Fungus sporlarinin makroskobik
ozellikleri; kiiltiir rengi ve sekli (Sekil 5.1A) kullanilarak, mikroskopik 6zellikleri ise
sporlarin rengi, sekli, geperlerinin 6zellikleri ve spor biiytikliikleri (Sekil 5.1B) (Sekil

5.2) incelenerek belirlenmistir.

e
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Sekil 5.1. Antagonist izolatlarin makroskobik ve mikroskobik ozellikleri esas alinarak yapilan
morfolojik teshis islemleri A) Sydowia polyspora (E16)’nin %2’lik PDA besi ortaminda 20 °C’de
karanlikta inkube edilmis 10 giinliik koloni gériintiisii b) Sydowia polyspora (E16)’nin 151k mikroskobu
altinda lactophenol cotton blue ile hazirlanmis hyaline konidialari.
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Sekil 5.2. Antagonist izolatlarin 151k mikroskobu altinda lactophenol cotton blue ile hazirlanmis
preperatlari. A) Fusarium sp. (E1)’ye ait makrokonidialar B) Alternaria arborescens (E11)’¢ ait sporlar
C) Trichoderma sp. (E4)’ya ait sporlar.

D. sapinea izolatlarinin morfolojik teshis islemleri i¢in %2’lik PDA besi ortaminda 20
°C’de gelistirilmis koloniden alinan parcalar %2’lik water agar ortamina aktarilmis ve
piknit olusumu i¢in steril edilmis kizilgam ibreleri ayn1 petri igine yerlestirilerek (Sekil

5.3) inkube edilmistir.

Sekil 5.3. Inhibitor izolatlarin makroskobik ve mikroskobik 6zellikleri esas alinarak yapilan morfolojik
teshis iglemleri A) Diplodia sapinea (DS110)’nin %2’lik PDA besi ortaminda 20 °C’de karanlikta
inkube edilmis 20 giinliik koloni goriintiisii B) %?2’lik water agar ortaminda piknit olusumu igin
Diplodia sapinea inokule edilmis kizilgam ibreleri ve konidialar.

Izolatlarin molekiiler karakterizasyon islemlerinde, ITS bdlgesi primerlerinden 1TS1-
ITS4 primer cifti kullanilmistir. Elde edilen DNA dizileri diizenlenerek ardindan
NCBI (National Center for Biotechnology Information) GenBankasinda yer alan diger
dizilerle nucleotide BLAST algoritmas1t kullanmilarak karsilagtirilmistir.  Tiir
seviyesinde teshis i¢in sorgulanan dizinin gen bankasindaki tiirlerle %98 iizerinde
benzerlik gostermesi kriteri esas alinistir. Benzerlik oran1 %95-98 arasinda ise teshis

cins seviyesinde birakilmistir. Bunlara ek olarak dizilemeye gonderilen 21 adet endofit

29



izolattan 1 adet fungusun morfolojik ve molekiiler olarak cins diizeyinde taksonomik
atamasi yapilamamistir (Ascomycota sp.). Antagonist funguslara ait morfolojik ve

molekiiler karakterizasyon sonuglar1 Tablo 5.1°de, inhibitor funguslara ait morfolojik

ve molekiiler karakterizasyon sonuglar1 Tablo 5.2’de verilmistir.

Tablo 5.1. Endofit funguslara ait morfolojik ve molekiiler karakterizasyon sonuglari

izolat Tiirii Morfolojik | Molekiiler | Query |  Accession

No Teshis Teshis Cover Number
El Fusarium sp. + - - -

E2 Fusarium oxysporum + + 98% KX618492.1
E3 Trichoderma sp. + - - -

E4 | Trichoderma harzianum + + 96% KC576692.1
E5 Trichoderma sp. + - - -

E6 Trichoderma sp. + - - -

E7 Aspergillus ochraceus + + 100% | MH856959.1
ES8 Oxyporus corticola + 100% | KC176669.1
E9 Epicoccum sp. + - - -

E10 - - - - -

E11 | Alternaria arborescens + + 100% | MT448892.1
E12 Fusarium tricinctum + 100% | MG274297.1
E13 Pse“dotf;”g‘;‘;pa””m + + 100% | MN833937.1
E14 | Coniothyrium juniperr + + 100% | MHB860594.1
E15 | Cordyceps confragosa + 99% LT626264.1
E16 Sydowia polyspora + + 99% MT556703.1
E17 Alterneria alternata + - - -

E18 Alternaria sp. + - - -

E19 Akanthomyces + + 100% | MT889904.1

attenuatus
E20 Trihothecium sp. + - - -
E21 Fusarium avenaceum + 99% MT357238.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX618492.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2KKZ78JF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC576692.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=9C21JK5A013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH856959.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=9C2ZANEY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC176669.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=9C35TTPD016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT448892.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=2KSJ42W5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG274297.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=2KT31HE6013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN833937.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=2KTK3EY2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH860594.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2H86JDE0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LT626264.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=9C3US2PG016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT889904.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2H97PS0H016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT357238.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2H77ZF0S013

Tablo 5.2. Inhibitdr funguslara ait morfolojik ve molekiiler karakterizasyon sonuglart

izolat . Morfolojik | Molekiiler | Query | Accession
Tiiri . .

No teshis teshis cover number
DS80 Diplodia sapinea + + %99 | MH183336.1
DS85 Diplodia sapinea + + %99 | MH183342.1
DS99 Diplodia sapinea + + %100 | MN698985.1

DS110 Diplodia sapinea + + %100 | MT587369.1

Fungal inhibisyon testleri patojenlerin besiyeri {izerinde eszamanli biiylimesinin
degerlendirilmesi, dl¢iilmesi ve biiylime davranisinin dlgiimlerle ve zon olusumuna
gore degerlendirilmesi ile gergeklestirilmistir. Eslestirilmis fungus tiirleri iizerinde
yapilan son gozlemler su sekilde kategorize edilmistir: (1) D. sapinea biiyliimesinin
inhibisyonu (Sekil 5.4A), (2) Endofit istiinligii (Sekil 5.4B), (3) Esit biiyiime
yetenegi, inhibisyon yok (Sekil 5.4C) ve (4) D. sapinea stiinligi (Sekil 5.4D).

Sekil 5.4. Antagonizm denemeleri sirasinda ikili kiiltiirlerde Diplodia sapinea (kahverengi-gri
morfoloji) izolat1 ile farkli reaksiyonlar gosteren endofit fungus 6rnekleri. (A) E15 ve D. sapinea; (B)
E3 ve D. sapinea; (C) E20 ve D. sapinea; (D) E8 ve D. sapinea.

Fungal inhibisyon testlerinde 4 farkli indikatér fungus izolatina karsi 21 farkh
antagonist fungus izolatt kullanilmistir. Bir endofitin patojeni antagonize etme
yetenegi, belirli bir siire boyunca inhibisyon seviyesine (endofitli ve endofitsiz patojen
biiyiimesi olarak tanimlanir) dayali olarak belirlenmistir. Ikili ekimler sonucunda elde
edilen, D. sapinea izolatlarinin maksimum biiyiime miktar1 Tablo 5.3’de, antagonist

izolatlarin indikator funguslar1 inhibisyon hizi degerleri (%) Tablo 5.6’de verilmistir.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH183336.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2PF4FCGS016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH183342.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2PGB40WZ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN698985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2PGWYC4V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT587369.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2PH4PFV0013

Tablo 5.3. Diplodia sapinea izolatlarinin maksimum biiyiime miktarlar

Antagonist Maksimum biiyiime miktari (r=cm)
DS80 DS85 DS99 DS110
1 4.2 (0.04)' | 4.2(0.05) | 4.2(0.04) | 4.2(0.03)
2 4.2 (0.04) | 4.2(0.04) | 4.2(0.05) | 4.1(0.03)
3 2.1(0.02) | 2.6(0.03) | 2.5(0.03) | 2.4(0.03)
4 2.4(0.02) | 4.1(0.04) | 3.2(0.03) | 4.1(0.03)
5 1.3(0.01) | 1.2(0.01) | 1.5(0.02) 2 (0.02)
6 1.7(0.02) | 1.7(0.02) | 1.9(0.01) | 1.9(0.02)
7 2.1(0.03) | 4.2(0.05) | 4.2(0.04) | 4.2(0.03)
8 4.2 (0.05) | 4.2(0.04) | 4.2(0.03) | 4.2(0.04)
9 4.2 (0.04) | 4.2(0.03) | 4.2(0.04) | 4.2(0.03)
10 4.2 (0.05) | 4.2(0.03) | 4.2(0.03) | 4.2(0.04)
11 4.2 (0.03) | 4.2(0.05) | 4.2(0.03) | 4.2(0.05)
12 3.7(0.04) | 3.6(0.03) | 3.8(0.04) | 3.5(0.03)
13 4.2 (0.05) | 4.2(0.03) | 4.2(0.03) | 4.2(0.05)
14 4.2 (0.04) | 4.2(0.04) | 4.2(0.03) | 4.2(0.05)
15 4.2 (0.03) | 4.2(0.03) | 4.2(0.04) | 4.2(0.05)
16 3.9(0.04) | 2.1(0.02) | 2.2(0.02) | 2.1(0.02)
17 4.2(0.04) | 4.2(0.03) | 4.2(0.03) | 4.2(0.04)
18 4.2 (0.04) | 4.2(0.03) | 4.2(0.03) | 4.2(0.04)
19 4.2 (0.05) | 4.2(0.04) | 4.2(0.03) | 4.2(0.04)
20 4.2 (0.05) 4(0.04) | 4.2(0.03) | 4.2(0.03)
21 4.2(0.03) | 4.2(0.05) | 4.2(0.04) | 4.2(0.03)
Kontrol 4.3(0.04) | 4.3(0.04) | 4.3(0.03) | 4.3(0.04)

! Standart sapma
Diplodia izolatlarina karsit uygulanan antagonist izolatlarin biiyiime miktarlarmin
aritmetik ortalamalarinin kontrolii basit varyans analizi (Anova testi) ile yapilmis ve

elde edilen sonuglar Tablo 5.4’te gosterilmistir.

Tablo 5.4. Diplodia sapinea izolatlarina karsi uygulanan endofit izolatlarin biityiime miktarlarina ait
varyans analizi sonuglar1

VaryanVs Tiim Serbes_tlik Varyans E-Oram Olasihk
Kaynag Varyans  Derecesi (df) (p)
Gruplar aras 60,955 21 2,903 23,046*** ,000
Gruplar ii 8,313 66 ,126

Toplam 69,267 87

***: p<0.001
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Anova testi sonucunda F=23.046 ve p<0.001 ile antagonist izolatlarin biiyiime

miktarlariin gruplar1 aritmetik ortalamalar bakimindan farklilik gostermistir.

Anova testi sonucunda aritmetik ortalamalar bakimindan meydana gelen farklilik

neticesinde Duncan testi (Tablo 5.5) uygulanmustir.

Tablo 5.5. Diplodia sapinea izolatlarina karsi uygulanan endofit izolatlarin bilyiime miktarlarina ait
Duncan testi sonuglari

Antagonist N Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5
5 5 1,500

6 5 1,800

3 5 2,400

16 5 2,575

4 5 3,450

12 5 3,650 3,650

7 5 3,675 3,675

20 5 4,150 4,150
2 5 4,175 4,175
1 5 4,200 4,200
8 5 4,200 4,200
9 5 4,200 4,200
10 5 4,200 4,200
11 5 4,200 4,200
13 5 4,200 4,200
14 5 4,200 4,200
15 5 4,200 4,200
17 5 4,200 4,200
18 5 4,200 4,200
19 5 4,200 4,200
21 5 4,200 4,200
Kontrol 5 4,300
Olasilik ,236 ,488 ,404 ,077 ,628

N: Tekrar Sayisi
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Tablo 5.6 incelendiginde, E1, E2, E8, E9. E10, E11, E13, E14, E15, E17, E18, E19,
E20 ve E21 kodlu endofitlerin engelleme oranlart %2.3 olarak tespit edilmistir. Gorsel
incelemelere bakildiginda E2, E9, E10,E13, E14, E15, E17, E19 kodlu endofitlerin
Diplodia izolatlari ile bir inhibisyon boélgesi olusturdugu gozlemlenmektedir. E1, ES,
E21 kodlu izolatlar ise herhangi bir inhibisyon bolgesi olusturmamistir ve Diplodia
izolatlar1 Gstiin biiylime gostermistir. E11, E18 ve E20 kodlu izolatlar ise Diplodia

izolatlar1 ile esit bliyiime 6zelligi gostermistir.

Tablo 5.6 incelendiginde, test edilen izolatlar arasindan, ortalamada en yiiksek
antagonistik etkiye sahip olan fungusun ES5 izolat1 oldugu (%65.12), bunu E6 izolatinin
(%58.14) takip ettigi anlagilmistir. Bu izolatlari sirasi ile E3 (%44.19), E16 (%40.16),
E4 (%19.77), E12 (%15.12) ve E7 (14.53) izolatlarinin izledigi belirlenmistir.

Tablo 5.6. Endofit funguslarin Diplodia sapinea izolatlarini engelleme hiz1 yiizdeleri

Antagonist | DS80 DS85 DS99 DS110 ort.
(%0)
1 2.33(0.02 |[233(0.03) |2.33(0.03) |2.33(0.01) |2.33
2 233(0.03) |233(0.03) |2.33(0.02) |465(002) |291
3 51.16 (0.55) | 39.53 (0.40) | 41.86 (0.44) | 44.19 (0.53) | 44.19
4 4419 (0.41) | 4.65(0.05) | 25.58 (0.32) | 4.65 (0.05) | 19.77
5 69.77 (0.72) | 72.09 (0.6) | 65.12 (0.68) | 53.49 (0.55) | 65.12
6 60.47 (0.62) | 60.47 (0.65) | 55.81 (0.53) | 55.81 (0.61) | 58.14
7 51.16 (0.55) | 2.33(0.02) |2.33(0.03) |2.33(0.02) |14.53
8 233(0.02) |233(0.01) |233(0.02) |233(0.02) |2.33
9 2.33(0.03) |233(0.02) |2.33(0.01) |2.33(0.03) |2.33
10 233(0.01) |233(0.03) |233(0.02) |2.33(0.02) |2.33
11 2.33(0.03) |233(0.02) |2.33(0.03) |2.33(0.03) |2.33
12 13.95 (0.14) | 16.28 (0.15) | 11.63 (0.13) | 18.60 (0.20) | 15.12
13 2.33(0.03) |233(0.02) |2.33(0.03) |2.33(0.02) |2.33
14 233(0.02) |233(0.03) |2.33(0.02) |2.33(0.03) |2.33
15 233(0.03) |233(0.02) |2.33(0.03) |2.33(0.02) |2.33
16 9.30 (0.10) | 51.16 (0.57) | 48.84 (0.52) | 51.16 (0.60) | 40.12
17 233(0.03) |233(0.02) |2.33(0.01) |233(0.02) |2.33
18 2.33(0.02) |233(0.03) |2.33(0.02) |2.33(0.03) |2.33
19 233(0.02) |233(001) |233(0.02) |2.33(0.02) |2.33
20 2.33(0.03) |6.98(0.02) |2.33(0.02) |2.33(0.03) |3.49
21 233(0.01) |233(0.03) |233(0.02) |233(001) |2.33

! Standart sapma
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Diplodia izolatlarina karst uygulanan antagonist izolatlarin engelleme hizi
yiizdelerinin aritmetik ortalamalarinin kontrolii basit varyans analizi (Anova testi) ile

yapilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 5.7’de gosterilmistir.

Tablo 5.7. Diplodia izolatlarina karsi uygulanan endofit izolatlarin engelleme hiz1 yiizdelerine ait
varyans analizi sonuglari

Varyans Tiim Serbestlik \Varvans E-Oram Olasihk
Kaynag Varyans  Derecesi (df) y (p)
Gruplar aras 33062,159 21 1574,389  23,197*** ,000
Gruplar ici 4479,448 66 67,870

Toplam 37541,607 87

***: p<0.001

Anova testi sonucunda F=23.197 ve p<0.001 ile antagonist izolatlarin engelleme hiz1

yiizdelerinin gruplar1 aritmetik ortalamalar bakimindan farklilik gostermistir.

Anova testi sonucunda aritmetik ortalamalar bakimindan meydana gelen farklilik

neticesinde Duncan testi (Tablo 5.8) uygulanmistir.

Tablo 5.8. Diplodia izolatlarina karsi uygulanan endofit izolatlarin engelleme hiz1 yiizdelerine ait
Duncan testi sonuglari

Antagonist N Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grupb5
1 5 2,330 2,330
8 5 2,330 2,330
9 5 2,330 2,330
10 5 2,330 2,330
11 5 2,330 2,330
13 5 2,330 2,330
14 5 2,330 2,330
15 5 2,330 2,330
17 5 2,330 2,330
18 5 2,330 2,330
19 5 2,330 2,330
20 5 2,330 2,330
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21 5 2,330 2,330
2 5 2,900 2,900
7 5 14,534 14,53
12 5 15,116 15,116
4 5 19,767
16 5 40,116
3 5 44,186
6 5 58,139
5 5 65,116
Kontrol - - - - - -
Olasilik ,685 ,076 ,403 487 ,235
N: Tekrar Sayis1
70 65,12
65
60
355
=50
_ag 45
S 40
> 35
2 30
8 25
S, 20
5 15
12 233291 332,332,332, 2332,332,333.492,33
0

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Endofitler

Sekil 5.5. Endofit funguslarin Diplodia sapinea izolatlarini engelleme hiz1 yiizdeleri
Tablo 5.6 incelendiginde; engelleme hiz1 bakmindan en yiiksek oran %72 ile ES ve
DS85 arasinda gerceklesmistir. Bu oran1 ES ve DS80, ile E5S ve DS99 arasindaki

engelleme hiz1 takip etmektedir.

Gorsel inceleme sonuglarma bakildiginda, test edilen endofitler ile D. sapinea
izolatlar1 arasinda 4 farkli etkilesim tiirii gézlemlenmistir. Calismada test edilen
suglarin %71°1 D. sapinea'yr in vitro inhibe edebilmis ya da biiyiimelerinde D.

sapinea'ya karsi iistiinliik saglayabilmistir. Yapilan testler sonucunda D. sapinea‘dan
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daha hizli bir biiyiime gosterdikleri ya da patojenin gelisimini engelledikleri igin
toplam 15 tiir, D. sapinea'ya karsi in vitro potansiyel antagonistler olarak kabul
edilebilir.

Calismada endofitlerin %33’ (E3, E4, ES, E6, E7, E12, E16) D. sapinea'dan daha
hizli bir gelisim gostermektedir. Calismada test edilen endofitlerin %14’ (E11, E18,
E20) inhibisyon gostermeden D. sapinea izolatlar1 ile esit miktarda biiyiime

gostermektedir.

Calismamizda test edilen D. sapinea izolatlar1 test edilen antagonist izolatlardan
%?38’inde endofit bariyerini gegememistir ve temassiz inhibisyon gézlemlenmistir. Bu
izolatlar (E2, E9, E10, E13, E14, E15, E17, E19) rakip fungusun varligina tepki
gostererek bir inhibisyon bolgesi olusturmaktadir. Bu calismada test edilen
endofitlerin %14’ (E1, E8, E21) inhibisyon gostermeden D. sapinea izolatlarina ait
miselyumlarin istiin sekilde biiylimesine sebep olmus ve yetersiz olarak

gbzlemlenmistir.

Tablo 5.9 ve Sekil 5.6 incelendiginde, E3 ve ES kodlu antagonist izolatlarin, 4. giin
igerisinde inhibitor funguslarin gelisimini engelledigi gozlemlenmistir. Durdurma hizi
bakimindan farkli basar1 oranlarina sahip E4, E6, E7, E12 ve E16 kodlu antagonistlerin
sirastyla 7., 9., 9., 8. ve 8. gilinlerde inhibitér fungusun biiylimesini engelledigi

goriilmektedir.

Kontrol gruplart incelendiginde, DS80, DS85, DS99 ve DS110 izolatlar sirasiyla 11,
11, 9 ve 9. giinlerde maksimum biiylime miktarma ulasmistir. Kontrol gruplarina
kiyasla, DS80’1 E2, E10 ve E11 endofitleri, DS85’1 E2 ve E21 endofitleri, DS99’u E1,
E2, E20 ve E21 endofitleri, DS110’u E1, E2, E19, E20 ve E21 endofitleri maksimum

biiyiime miktarina ulagma hizini (Tablo 5.9) yavaglatmistir.

Endofitlere karst DS80, DS85, DS99 ve DS110 izolatlar1 maksimum biiyiime
miktarina ortalama olarak sirasiya 9, 8, 8 ve 8 giinlerde ulagsmistir. Buradan yola
cikarak, total engellenme bakimindan gelisimi en fazla engellenen fungus DS85

olmustur. Bu izolat1 sirastyla DS80, DS110 ve DS99 izlemistir.
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Tablo 5. 9. Inhibitdr izolatlarin maksimum biiyiime giinii

Antagonist DS80 DS85 DS99 DS110 | Ort. Giin
10(0.10) | 9(0.11) | 11(0.12) | 11(0.13) 11
11(0.10) | 11(0.12) | 11(0.11) | 10(0.12) 11
3(0.03) | 3(0.04) | 5(0.04) | 4(0.05)
7(0.03) | 7(0.09) | 5(0.05) | 6(0.07)
4(0.03) | 3(0.03) | 3(0.03) | 3(0.03)
9(0.10) | 8(0.06) | 9(0.09) | 7(0.09)
9(0.09) | 9(0.10) | 7(0.08) | 9(0.10)
7(0.09) | 7(0.08) | 6(0.05) | 7(0.08)
9(0.10) | 5(0.08) | 5(0.08) | 6(0.07)
11(0.11) | 8(0.10) | 8(0.10) | 7(0.09)
11(0.10) | 10(0.12) | 9(0.12) | 7(0.09)
8(0.010) | 10(0.09) | 9(0.11) | 4 (0.06)
9(0.10) | 7(0.10) | 5(0.06) | 6(0.04)
7(0.09) | 6(0.07) | 5(0.07) | 6 (0.06)
9(0.10) | 6(0.06) | 5(0.04) | 6 (0.05)
9(0.11) | 6(0.04) | 7(0.10) | 7 (0.06)
8(0.10) | 7(0.09) | 7(0.08) | 8(0.07)
6(0.07) | 7(0.07) | 5(0.05 | 5(0.05)
7(0.09) | 6(0.09) | 8(0.11) | 10(0.09)
10(0.11) | 8(0.7) | 11(0.12) | 11(0.13)
21 9(0.10) | 11(0.12) | 11(0.13) | 11(0.14)
Ort. 8.23 7.33 7.23 7.19
Kontrol | 11(0.13) | 11(0.12) | 9(0.09) | 9 (0.10)
! Standart sapma

NP R RRPRRr PR R,
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12 11 11 11
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durdurulma giinii
(2]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Endofitler

Sekil 5.6. Endofit izolatlarmn inhibit6r izolatlar1 ortalama durdurma giinii
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Tablo 5.10. Diplodia izolatlarina karsi uygulanan endofit izolatlarin maksimum bilyiime giiniine ait
varyans analizi sonuglari

Varyarls Tiim Serbes_tlik Varyans E-Oram Olasihk
Kaynag Varyans  Derecesi (df) (p)
Gruplar aras 351,364 21 16,732 9,561*** ,000
Gruplar ici 115,500 66 1,750

Toplam 466,864 87

***: p<0.001

Anova testi sonucunda F=9.561 ve p<0.001 ile antagonist izolatlarin maksimum

biiylime giiniiniin gruplar1 aritmetik ortalamalar bakimindan farklilik gostermistir.

Anova testi sonucunda aritmetik ortalamalar bakimindan meydana gelen farklilik

neticesinde Duncan testi (Tablo 5.11) uygulanmustir.

Tablo 5.11. Diplodia izolatlarina kars1 uygulanan endofit izolatlarin maksimum biiylime giiniine ait
Duncan testi sonuglari

Antagonist N Grup 1l Grup 2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7 Grup 8

5 5 325

3 3,75

18 5,75

14 6,00

4 6,25 6,25

9 6,25 6,25

15 6,50 6,50 6,50

8 6,75 6,75 6,75

16 725 7,25 725 1,25

17 7,50 7,50 7,50 7,50

12 7,715 7,715 7,75 7,75

19 7,75 7,75 7,75 1,75

6 825 825 825 8,25

7 850 850 850 850

5
5
5
5
5
5
5
13 5 6,75 6,75 6,75
5
5
5
5
5
5
5

10 850 850 850 850
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11 5 925 925 925 925
20 5 10,00 10,00 10,00
1 5 10,25 10,25 10,25
21 5 10,50 10,50
2 10,75
Kontrol 5 10,00 10,00 10,00
Olasilik ,595 ,078 ,076 076,071 ,068 ,068 ,167

N: Tekrar Sayisi
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6. TARTISMA

Orman patosistemlerinin davranigi, konukgularin canliliindan ziyade fungal
patojenleri destekleyen ortamdaki degisiklikler nedeniyle gelecekte tahmin edilemez
olabilir. Benzer sekilde, bunun konukgu agaclarin ¢ekirdek fungal endofitleri iizerinde
bilinmeyen etkileri olabilir. Gelecekte kuraklik olarak tanimlanan abiyotik stresin D.
sapinea'nin saldirganligini artirabilecegi beklenen bir etkidir (Blumenstein ve dig.
2021). Bu ¢alismada farkli endofitlerin D. sapinea’ya karsi farkli rekabet bigimleri
gbzlemlenmistir. Genel olarak bu sonuglar, cam dokularindaki (6zellikle dallardaki)
diger endofitlerin “Diplodia siirglin yaniklig1” hastaliinin gelisiminde rol
oynayabilecegini gostermektedir. Varsayimsal olarak, aga¢ sagliginda belirli agag
mikrobiyomunun tercih edilmesi, siddetli hastalik salginlarina kars1 etkili, dayanikli

ve ¢evre dostu bir kontrol yontemi iiretebilir.

Bu calismada ¢am endofitleri ve D. sapinea izolatlari, in vitro antagonizma
deneylerinin gosterdigi gibi, birbirleriyle cesitli sekillerde etkilesime girmislerdir.
Tiim testlerde genel olarak dort etkilesim kategorisi tespit edilmistir. Benzer sonuglar
BuBlkamp (2018) ve Blumenstein (2021) tarafindan sunulmustur. Caligmamizda test
edilen suslarin %71°1 D. sapinea'y: in vitro inhibe edebilmis ya da biiylimelerinde D.
sapinea'ya kars1 Ustiinliik saglayabilmistir. Calismamizda, 15 tiir, D. sapinea'ya karsi
in vitro potansiyel antagonist olarak kabul edilebilir, ¢iinkii bunlar ya D. sapinea'dan
daha hizli bir biiyiime gostermislerdir ya da patojenin gelisimini engellemislerdir. Bu
kismen, test edilen 89 endofitik susun %?22'sinin D. sapinea'nin biiyiimesini

engelledigini bulan Bulkamp'in (2018) sonuglariyla ortiismektedir.

Calismamizda test edilen D. sapinea izolatlar1 test edilen antagonist izolatlardan
%38’inde endofit bariyerini gegememistir ve temassiz inhibisyon gézlemlenmistir. Bu
izolatlar (E2, E9, E10, E13, E14, E15, E17, E19) rakip fungusun varligina tepki
gostererek bir inhibisyon bdlgesi olusturmaktadir. Bir fungus, iki fungus kolonisi
arasinda bir inhibisyon bolgesi ile bir rakip fungusun varligina tepki gosterdiginde
kimyasal antagonizma varsayilabilir. Bir fungus, rakip fungusu engelleyen sekonder
metabolitler salgilayabilir (Schulz ve dig. 2002). Belirli bir metabolitin biiylimeyi

engelleyip engelleyemeyecegini belirlemek igin, patojene karsi ayni reaksiyonun
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gozlenip gozlenemeyecegini gérmek i¢in sekonder metabolitler ekstrakte edilmeli ve
test edilmelidir (Tellenbach ve dig. 2013). Blumenstein ve arkadaslar1 2021 yilinda
yaptiklar1 ¢calismada, A. alternata izolatlar1 ve D. sapinea izolatlar1 arasinda temassiz
bir inhibisyon bolgesi gozlemlemistir. Calismamizda kullandigimiz E17 kodlu A.
alternata izolat1 ve E18 kodlu Alternaria cinsine ait izolat inhibitdr funguslar ile
literatiir ile uyumlu olarak temassiz bir inhibisyon bolgesi olusturmustur. Bir fungus
rakip mantarin varligmi engelleyebilen sekonder metabolitleri salgilayabilir ve bu
olusum temassiz inhibisyon boélgesi ile tanimlanabilir. Bu gibi reaksiyonlarda

kimyasal antagonizma varsayilabilir (Schulz ve dig. 2002).

Yapilan analizlerde E1, E2, ES, E9. E10, E11, E13, E14, E15, E17, E18, E19, E20 ve
E21 kodlu endofitlerin inhibitdr funguslar1 engelleme oranlar1 ortalama %2.3 olarak
tespit edilmistir. Bu durum, bu endofitlerin tiimiiniin fungusu engelleyemedigi ve
basarisiz oldugu seklinde yorumlanmamaktadir. Gorsel incelemelere bakildiginda E2,
E9, E10, E13, E14, E15, E17, E19 kodlu endofitlerin Diplodia izolatlari ile temassiz
bir inhibisyon bolgesi olusturdugu gézlemlenmektedir. Bu izolatlar rakip fungusun
varligina tepki gostererek bir inhibisyon bdlgesi olusturmaktadir. Fungal inhibisyon
testleri patojenlerin besiyeri lizerinde eszamanli biliylimesinin degerlendirilmesi,
Olciilmesi ve biiylime davranisinin  Olclimlerle ve zon olusumuna gore

degerlendirilmesi ile gerceklestirilmektedir.

Bu calismada test edilen endofitlerin %14°t (E1, E8, E21) inhibisyon gdstermeden D.
sapinea izolatlarina ait miselyumlarin stiin sekilde biiyiimesine sebep olmustur.
Antagonizma testlerinde kullanilan izolatlardan notr etkilesim gosterenler ve
biiylimeleri D. sapinea'dan daha diisiik seviyede olan antagonist izolatlar uygun
potansiyel antagonistler olarak goriinmemektedirler. Bu izolatlar herhangi bir
inhibisyon zonu olusturmayip ayni zamanda inhibitér funguslardan daha diisiik
seviyede gelisim gostermiglerdir. Diplodia izolatlarinin bu biiyiime yetenegi, besinleri
metabolize etmek i¢in diger endofitlerden daha gii¢lii bir kapasite gosterdigine isaret
edebilir (BuBBkamp ve dig. 2018). Daha hizli biiylime ve besin maddelerinin daha iyi
kullanilmasi, rekabet sirasinda agik avantajlart olan iki stratejidir (Mgbeahuruike ve
dig. 2011). Konukcu agag tiirlerinden bulunan baz1 tipik endofitler konuk¢u dokularda
yeterli yayilis1 gosterebilirlerse teoride dogadaki patojenlere karsi giiclii bir rekabet

saglayabilirler (Terhonen ve dig. 2019a; BuBkamp ve dig. 2020). Ornegin, bir ¢am
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tirii kuraklik stresi nedeniyle zayifladiginda, agacin i¢indeki yaygin endofitler
dezavantajli olabilirken, D. sapinea ikincil patojen olarak daha yerlesik hale gelebilir
ve konuk¢uda daha fazla dokuyu daha hizli sekilde isgal edebilir ve boylece diger
endofitleri geride birakabilir. D. sapinea'nin hastalikli bolgelerde daha fazla sayida
bulunmasinin nedeni bu sekilde agiklanabilir (BuBkamp ve dig. 2020, Blumenstein ve

dig. 2021).

Calismada test edilen endofitlerin %14°1i (E11, E18, E20) inhibisyon gdstermeden D.
sapinea izolatlar1 ile esit miktarda biliylime gostermistir. Calismamizda E11 kodlu
Alternaria arborescens izolatr, E18 kodlu Alternaria izolati ve E20 kodlu
Trihothecium sp. izolati bu sekilde gelisim gostermistir. Bu durumda izolatlarin
birbirinden etkilenmedigi ve bu durumda antagonizmanin gerceklesmedigi
sOylenebilir. Konuk¢uda bu funguslarin birlikte gelisebilecegini ve ikisinin de

digerinin varligina spesifik olarak tepki vermedigi anlamina gelebilir.

Calismamizda endofitlerin %33’1, sirasiyla ES, E6, E3, E16, E4, E12, E7 kodlu
izolatlarin inhibitor funguslara kars1 Ustlinlik gosterdigi ve bu izolatlarin biyolojik
miicadele ajan1 olarak kullanilabilme potansiyeli oldugu belirlenmistir. E3, E4, E5 ve
E6 kodlu izolatlarin yaptigimiz morfolojik ve molekiiler teshisler sonucunda
Trichoderma cinsine ait funguslar oldugu belirlenmistir. Trichoderma cinsine ait
funguslar 1920’11 yillardan bu yana bitki patojenlerine kars1 biyolojik miicadele amaglh
kullanilmaktadir. Bu tiirler bitki gelisimini hizlandirmakta, bitki savunma
mekanizmalarini artirmakta ve bitkileri toprak kaynakli patojenlere karst daha direncli
hale getirebilmektedir Ayrica iiretmis olduklar ¢esitli antibiyotik bilesikler patojenler
ile etkin bir miicadele firsati sunmaktadir (Kiigiik 2000, Oskay ve Simsek 2017).
Calismada test edilen farkli antagonist izolatlar arasindan Trichoderma cinsine ait

izolatlarin daha etkili bulunmasi bu bilgiler ile uyusmaktadir.

Calismada test edilen farkli konukgulardan elde edilen Trichoderma izolatlari
indikator funguslarin gelisimini engellemede farklt mekanizmalar sergilemislerdir.
Trichoderma tiirlerinin irettigi ¢ok cesitli antibiyotikler ve irettikleri engelleyici
etkiye sahip wugucu bilesenler bu tiirlerin toprakta kolonize olmalarin

kolaylastirmaktadir (Dennis ve Webster 1971a,b,c).
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Trichoderma tiirlerinin antagonizm mekanizmalar1 genel olarak antibiosis, liziz ya da
mikoparazitizm seklinde siniflandirilmaktadir. Trichoderma tiirleri, mikoparazitizmle
iliskili oldugu distiniilen kitinaz ve glukanaz gibi hidrolitik enzim aktiviteleri
sayesinde bircok fungusun hiicre yapilarini kolaylikla parcalayabilir (Kubicek ve
Harman 1998, Kiigiikk ve Kivang 2003, 2004). Tiirlin irettigi enzimler veya
metabolitler kiiltlir kosullar1 ve konukgu tiire gore farklilik gosterebilmektedir. Farkli
antagonist funguslarin yani sira Trichoderma tiirlerinin de patojenlere karsi farkli
inhibisyon oranlar1 bulunmaktadir ve farkli indikatorlere farkli etki mekanizmalari
gosterebilmektedirler (Hadar ve dig. 1979, Kiiclik 2000, Kiigiikk ve Kivang 2003,
2004).

Calismada biyolojik miicadele ajani olarak kullanilabilme potansiyeli oldugu
belirlenen diger bir izolat E12 kodlu izolatdir. Bu izolatin yapilan morfolojik ve
molekiiler teshisler sonucunda Fusarium tricinctum tiirleri oldugu belirlenmistir.
Fusarium cinsine ait olan ve viriilent olmayan funguslarin bulunduklari ekosisteme
gosterdikleri uyum ve bitki gelisimi iizerindeki olumlu etkileri nedeniyle ticari olarak
tiretildikleri bilinmektedir. Bunun yani sira bazi Fusarium antagonistleri ticari preparat

haline getirildikten sonra pazarlanmaktadir (Ozaktan ve dig. 2010).

Basarili izolatlar arasinda yer alan E7 kodlu Aspergillus ochraceus, Aspergillus cinsi
igerisinde en ¢ok gida bulasici mikotoksinlerden ve sitrininlerden biri olan toksin
okratoksin A'yi iirettigi bilinen bir kiif tliriidiir. Ayrica dihidroizokumarin mellein
tiretir. Dogada ipliksi bir fungustur ve karakteristik biseriat konidioforlara sahiptir
(Wilson ve dig 2002).

Biyolojik miicadele potansiyeli yiiksek olan funguslardan bir digeri E16 kodlu
Sydowia polyspora izolatidir. S. polyspora tiim diinyada yaygin olarak bulunan
camlarin tipik bir endofitidir (Mufioz-Adalia ve dig. 2017, Pan ve dig. 2018). Bir
endofit olarak ¢cam dallarinda yiiksek bir tutarliliga ve sikliga sahiptir (Sanz-Ros ve
dig. 2015, Blumenstein ve dig. 2020, BuBkamp ve dig. 2020). Agirlikli olarak, S.
polyspora olii bitki materyali iizerinde saprofit olarak yasamaktadir fakat aym
zamanda daha Once hasar gormiis ibre ve dallarda sekonder bir patojen olarak
(Heydeck 1991), mavi leke veya yara patojeni olarak (Sutton ve Waterston 1970) veya
goknarlar (Abies spp.) lizerinde mevcut sezon igne nekrozu olarak (Talge ve dig. 2010)

ortaya ¢ikabilir. Olii camda askokarp ve piknitleri goriilmektedir (Gremmen 1977).
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Cleary ve dig. (2019) bu fungusun iklim degisikliginden fayda saglayabilecegini ve

daha firsat¢1 bir patojen haline gelebilecegini 6ne stirmektedir.

BufB3kamp (2018), tarafindan yapilan bir ¢alismada, S. polyspora izolatlar1, D. sapinea
ile ikili kiiltiirde antagonistik davranis gostermemistir. Fakat Blumenstein ve dig. 2021
yilinda aym tiirleri kullanarak yaptiklar1 ¢alismada bu tiirii antagonistik olarak
belirlemislerdir. Bu bulgular son derece 6nemlidir, ¢iinkii gelecekte patojenlere, karsi
biyokontrol ajanlar1 olarak hareket edebilen faydali endofitlerin kullanimi hastalik
kontrolii i¢in degerli bir yaklagim olabilir. Potansiyel antagonistik funguslardan
Sydowia polyspora’nin D. sapinea’ya karsi biyolojik miicadele potansiyeli yakin
zamanda Oliva ve dig. (2021) ve Blumenstein ve dig. (2021) tarafindan bildirilmistir.
Oliva ve dig. (2021) yaptiklar1 ¢alismada, D. sapinea patojeninin yetiskin ¢am
agaclarimin siirgiinlerinde bulunan endofitler ile iligkilerini analiz ederek potansiyel
antagonist olabilecek bir tiir kiimesi tanimlamislardir. Calismada D. sapinea ile negatif
iliskili olan ve en olumsuz korelasyon gosteren tiirler E. nigrum ve S. polyspora’nin
eslik ettigi bir Alternaria tiirii olarak tespit edilmistir. Calismada S. polyspora’nin D.

sapinea'ya kars1 antagonistik yetenege sahip oldugu bildirilmistir.

Bu ¢alismada genel amag D. sapinea biiyiimesini dogrudan engellemek degil, endofit
varliginda D. sapinea biilyiimesinin ne kadar engellendigini tespit etmektir. Gelecekte
yapilacak ¢aligsmalarda etkili olan fungal endofitlerin bitkiler tizerinde in vivo olarak
denemeleri yapilmalidir. Bazi ¢alismalar (Witzell ve Martin 2018) fungal
endofitlerinin konukgu bitkinin bagisiklik sistemini in vivo olarak artirabilecegini
gostermektedir. Ganley ve dig. (2008), Pinus monticola Douglas'in belirli endofitlerle
onceden enfeksiyonun bir sonucu olarak Cronartium ribicola J.C. Fisch'e kars1 direng
kazandigin1 gostermistir. Mejia ve dig. (2008), Theobroma cacao L. bitkilerinin otgul
ve patojen saldirilarina karsi savunmasini, yapraklarina endofit Colletotrichum
tropikal E.I. Rojas, SA Rehner & Samuels inokulasyonu sonucunda artirdigi

bildirilmistir.

Bu c¢alismada izolatlar karsilikli olarak petri kaplarina ayni1 zamanda ekilmistir. D.
sapinea'yr endofitlerden daha sonra inokule etmek ¢aligmada farkli sonuglara sebep
olabilir. Benzer sekilde, ¢alismada miselyumlar ile karsilastirmalar gerceklestirilmistir
fakat konidia enfeksiyonlar1 yoluyla daha dogal enfeksiyon yontemlerini taklit etmek

daha gercekei sonuglar verebilir (Blumenstein ve dig. 2021).
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7. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, biyolojik miicadele ajani olarak kullanilabilecek fungal antagonistlerin,
ozellikle in vitro testlerde oldukga etkili bulunan Trichoderma sp. izolatlarinin, orman
agaclarinda 6nemli bir patojen olan D. sapinea patojenine karsi kullanilabilme
potansiyeli ortaya ¢cikmistir. Potansiyel biyolojik miicadele etmenleri arasinda endofit
funguslar oldukca 6nemli bir yer tutmaktadir. Biyolojik etmen se¢iminde dnemli olan
hususlardan birisi potansiyel antagonistlerin test edilen organizmalara kars1 in-vitro da
basarili olmasindan da 6te bunlarin dogal ortamlarda stabil kalabilmeleri ve arazi
kosullarinda hastalik etmenlerini baski altinda tutabilecek popiilasyon seviyesine

ulasabilecek yetenekte olmalaridir (Oskay 2017).

Ayrica potansiyel antagonistlerin ayni zamanda dogaya higbir zarar vermeden, dogal
dengeyi bozmadan etkili olabilmeleri de olduk¢a 6nemli bir faktordiir. In vitro testler,
biyolojik miicadele etmenlerinin enzimatik ve antibiyotik aktivitelerinin
belirlenmesinde kullanisli olsa da organizmalarin dogal ortamindaki etkilesimlerini
stirdliriirken bu mekanizmalarin nasil ve ne kadar etkili olduklarinin belirlenmesini
saglayamazlar (Whipp 1987). Bu test sonuglari, Tricoderma sp. izolatlarmin D.
sapinea {iizerinde Onemli derecede engelleyici etkiye sahip olduklarini ortaya
koymustur. Bu ¢alismanin iilkemizde yayilis gosteren D. sapinea patojenine karsi yine
tilkemizdeki c¢am tiirlerinden elde edilen fungal endofitlerin tiirler arasi
etkilesimlerinin  farklt bir bakis agisiyla aciklanmasina katki saglamasi

diistiniilmektedir.

Genel olarak yapilan bu yiiksek lisans tezi ¢alismasinda, D. sapinea ile ayni nisi
gosteren ve test edilen bazi endofitlerin (6rnegin, Trichoderma sp., Alternaria sp.,
Sydowia polyspora) D. sapinea izolatlarimin biliylimesini in vitro olarak
engelleyebildigi goriilmiistiir. Bu ¢alisma, D. sapinea ve diger endofitler arasindaki
rekabetin D. sapinea'nin biiyiimesini ve Diplodia siirgiin yanikligi simptomlarinin
gelismesini engelleyebilecegine dair bazi sonuglar saglamistir. D. sapinea patojenine
kars1 antagonizma gosteren ve konukguya zararli etkisi olmayan ¢am endofitleri,

konuk¢u agacin korumasini kolaylagtirmak i¢in biyolojik miicadele etmeni olarak
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uygulanabilir. Gelecekteki zorluklar baglaminda faydali aga¢ mikrobiyomunu
kullanmanin yenilik¢i ve etkili yollarini1 bulmak i¢in yeni arastirmalar planlanabilir. D.
sapinea’nin, kuraklik stresi altinda hastalik siddetini artirdigi bilinmektedir. Daha
siddetli ve uzun siireli kurakliga yol acan iklim degisikligi sebebiyle gelecekte
“Diplodia stirgiin yaniklig1” hastaligimin daha fazla epidemiye neden olacagi
sOylenebilir. Tim bu nedenlerle hastalik etmenine karsi1 dnlemler ge¢ kalinmadan

alinmal1 ve miicadele yontemleri iizerine detayli ¢alismalar stirdiiriilmelidir.
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