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OZET

Canakkale’de Limoni Servilerde Kanser Etmeni Seiridium cardinale’nin

Yayginhginin Saptanmasi, Morfolojik ve Patojenik Karakterizasyonu

Arjin ONDES
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Prof. Dr. Figen MERT
16/01/2023, 38

Limoni servide servi kanserine sebep olan Seiridium cardinale (W.W. Wagener) nin
(Canakkale’de yayginligi, hastalik orani, morfolojik ve patojenik karakterizasyonun
saptanmast amaciyla 2021-2022 yillar1 arasinda sorvey gerceklestirilmistir. Hastaligin
sorvey alanmin tamaminda var oldugu saptanmistir. Ana govde veya yan dallarda geriye
dogru 6liim, dal veya govdede kanser olusumu, kabuk dokusunda ¢atlama ve zamklanma ile
acervulus olusumu hastaligin teshisinde 6nemli belirtiler olmustur. Etmenin 5 farkli fungal
besin ortaminda ve 3 farkli sicaklik derecesinde inkiibe edilmesiyle, koloninin en iyi 25
%C’de malt ekstrakt agar (MEA) ve patates dekstroz agarda (PDA) gelistigi saptanmustir.
Fungusun PDA besin ortaminda kirli beyaz, gri renk koloni olusturdugu, koloninin altinin
ise pembemsi turuncu, somon renkli oldugu goézlemlenmistir. Patojenisite ¢caligmalarinda
ozellikle ATRS izolatinin digerlerine kiyasla daha viriilent oldugu saptanmistir.
(Canakkale’de tercih edilen diger coniferlere olan etkisini aragtirmak amaciyla yapilan
calismada Cupressocyparis leylandii, Cupressus arizonica cv. Greene ve Cupressus
sempervirens cv. Strict’de hastalik simptomlar1 gozlenmis, fakat Thuja occidentalis cv.
Smaragd, Thuja orientalis cv. Aurea compacta Nana ve Pinus pinea fidanlarinda simptom
olusumu gozlenmemistir. Bu sonuglar Tiirkiye’de servi kanserinin limoni servilerde

yayginligini ve hastalik oranini rapor eden ilk ¢alisma niteligindedir.

Anahtar Kelimeler: Cupressus macrocarpa, Seiridium cardinale, servi kanseri, limoni

servi



ABSTRACT

Distribution, Morphological Characterization and Pathogenicity of Seiridium cardinale
associated with canker in Cypress in Canakkale
Arjin ONDES
(Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Plant Protection
Supervisor
Prof. Dr. Figen MERT
16/01/2023, 38

A survey was conducted between 2021 and 2022 in Canakkale in order to determine
the prevalence, morphological and pathogenic characterization of Seiridium cardinale
(W.W. Wagener) in goldcrest cypress. It was found that all surveyed areas were infested
with the cypress cancer. Dieback of the main trunk or side branches, cancer formation in the
branch or trunk, cracking and gummosis of the bark tissues and the formation of acervuli
were characteristic signs for the diagnosis of the disease. An assay was established in order
to find out the best fungal media and incubation temperature for optimum growth of the
fungus. It was determined that the colonies of the fungus grew best on malt extract agar
(MEA) and potato dextrose agar (PDA) among the five fungal media and the optimum
incubation temperatue was 25C. It was observed that the fungus formed a dirty white, gray
color colony in PDA medium, and underneath of the colony was pinkish orange-salmon
colored. In pathogenicity studies, especially ATRS isolate was found to be more virulent
compared to the others. A pathogenicity test was conduceted to investigate the reaction of
several conifers in Canakkale. Cupressocyparis leylandii, Cupressus arizonica cv. Greene
ve Cupressus sempervirens cv. Strict were susceptible to the pathogen producing disease
symptoms at inoculation site, whereas, Thuja occidentalis cv. Smaragd, Thuja orientalis cv.
Aurea compacta Nana ve Pinus pinea produced no disease simptoms. This is the first

research demonstrating distrubition of the cypruss cancer in Turkey.

Keywords: Cupressus macrocarpa, Seiridium cardinale, cypruss cancer, goldcrest

cyprus
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BIRINCi BOLUM
GIRIS

Cupressaceae familyasi, ignegiller olarak bilinen Pinales takimu icerisinde yer alir ve
kozalakli agag tiirlerinden olusan servigiller olarak bilinirler. Cupressaceae familyasi her iki
yarim kiirenin 1liman veya sicak bolgelerinde yetisen yaklagik 140 tiir icermektedir.
Cupressus cinsi Cupressoideae alt familyasi icerisinde yer alir ve Kuzey Amerika, Asya ve
Avrupa'da yetisen yaklasik 12 tiirii icerir. Cupressus macrocarpa’nin taksonomisi Tablo

1’de verilmistir (Gadek vd., 2000).

Cupressus cinsi igerisinde yer alan Monteri servi olarak da bilinen Cupressus
macrocarpa (Hesperocyparis macrocarpa) 12 servi tiiriinden biridir (Gadek vd., 2000).
Adini Kaliforniya’da bulunan Monteri Yarimadasi’ndan almaktadir. Monteri servi, gévde
cap1 2,4 m ve 30 m yiikseklige ulasabilen, yaprak dokmeyen bir agactir (Hemati ve Khanjani,
2010). Oldukga dayanikli oldugundan, ideal kosullarda 300 yasina kadar yasayabilir. Ayrica
Monteri servi, ayni agag tizerinde erkek ve disi kozalaklar tasiyan, yaprak dokmeyen igne
yaprakli bir agactir. Disi tohum kozalaklar1 parlak, yuvarlak ve yaklagik 25,4 mm ¢apindadir
ve 8 ile 12 acik kahverengi pulla kaphdir. Sadece 6,3 mm uzunlugundaki ¢ok daha kiiclik
sar1 erkek kozalaklari, kigin sonlarinda ve ilkbaharin baslarinda bol miktarda polen iiretir.
Isimlendirmesinde yer alan macrocarpa, "bilyilk meyve" anlamina gelir ve tohum
kozalaklarinin boyutunu ifade eder. Monteri servi yapraklari olgunlastikca yogun ve koyu
yesil olur. Elde ezildiklerinde hos bir koku yayarlar. Olgun bir Monteri servi, kiigiik konut
alanlar1 i¢in ¢ok biiyiik olabilirken, daha biiyiik 6zel konutlar veya parklar ve bahge gibi

kamu miilkleri i¢in peyzaj 6rnegi olarak uygun bir se¢cim olmaktadir.

C. macrocarpa, yaygin olarak yetistirilen bircok subtropikal alanda, parfiimeri,
kozmetik ve oda spreyleri gibi ticari amaglar i¢in kullanilir. Antimikrobiyal bilesik kaynagi
olarak potansiyelleri farkli uygulamalarda faydali olabilecegi yapilan c¢alismada

belirtilmistir (Salem, vd. 2018).



Tablo 1
Cupressaceae familyasinin, Cupressoideae alt familyasina bagl Cupressus macrocarpa’nin
taksonomisi.

Alem Plantae

Sube Spermatophyta
Altsube Gymnospermae

Sif Pinopsida

Takim Pinales

Familya Cupressaceae

Cins Cupressus

Tur Cupressus macrocarpa

C. macrocarpa'nin siis bitkisi olarak da bir¢cok varyetesi vardir. Bunlardan biri,
yapraklar1 ovusturuldugunda limon kokusu veren C. macrocarpa cv. Goldcrest varyetesidir
(Sekil 1). Parlak yesil renkli, yapraklar ezilip limon aromasi yaydigi i¢in daha ¢ok limoni
servi olarak da bilinir (Sar1 ve Karagah, 2021). Limoni servi siis bitkisi olup, carpici renkleri
nedeniyle bahge diizenlemelerinde tercih edilen bir varyetedir. Ayrica sicakliga ve tuzluluga
kars1 yliksek toleransa sahiptir (Ghatas, 2020). Uzun siralar halinde dikildiginde etkili bir
rlizgar siperi veya ¢it gorevi gorebilir. Geng agaglar, olgun agaglara kiyasla nispeten hizli
gelisir ve C. macrocarpa cv. Goldcrest’in goriintiisiiniin etkileyici olmasi onu popiiler ve

genis ¢apta kullanilan bir peyzaj bitkisi haline getirmistir (Graniti, 1998).

Serviler estetik ve fonksiyonel oOzellikleri sayesinde c¢evrelerini dengeleyen,
gelistiren, zenginlestiren ve canlandiran 6zelliklere sahiptir. Peyzaj alanlarinda agaclarin
farkli nitelikleri ve ¢esitli alanlar incelendiginde olumlu etkileri oldugu bildirilmektedir. Bu
nedenle rekreasyon ve ¢it bitkisi olarak siklikla kullanilan limoni servinin bitki koruma

sorunlar1 agisindan kontrol altinda olmasi 6nem arz etmektedir (Eroglu, vd. 2005).

Servilerde Armillaria mellea kok ¢iiriikliigiine neden olmaktadir. 4. mellea genellikle
toprakta, aga¢ kiitiiklerinde, Olii bitki ve ¢iirliyen kalintilarda saprofit olarak
bulunabilmektedir. Kambiyal dokulara bir kez niifuz ettiginde, etkisi kontrol edilemez hale

gelebilir (Danti, vd. 2013). Ayrica Phomopsis occulta, P. juniperovora ve Pestalotiospsis

2



funerea gibi fungal patojenlerin, dallarda kahverengilesmeye ve yanikliga neden oldugu

bildirilmigtir.

Sekil 1. Geng¢ Cupressus macrocarpa cv.goldcrest fidani.

C. macrocarpa’nin diinyada belki de en 6nemli hastaligi “gummosis" olarak da
bilinen, kanserin yanm sira gévde ve dallarda regine salgilariyla karakterize edilen servi
kanseridir (Birch, 1933). Bu hastaliga 3 tiir sebep olmaktadir: Seiridium cardinale, S.
unicorn ve S. cupressi. Bu lg tilir arasinda S. cardinale’nin diger iki tiire gore daha yaygin

ve agresif oldugu belirtilmistir (Graniti, 1986).
1.1. Seiridium cardinale’nin Tanimi

Seiridium cardinale (W.W. Wagener) B. Sutton ve [.A.S. Gibson ilk olarak Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)'nde ve daha sonra diinyanin diger bolgelerinde ortaya ¢ikan
oldukea yikict fungal patojenler arasinda yer alir. Bu patojenin diinya ¢apinda Cupressaceae
familyasina ait birgok tiirde 6nemli 6liimlere neden olan bir fungus oldugu bildirilmistir
(Panconesi, 1990). S. cardinale, Ascomycota subesi, Sordariomycetes sinifi, Xylariales
takimi, Amphisphaeriaceae familyasinda yer alir. S. cardinale cografik olarak Kuzey
Amerika, Avrupa, Asya ve Okyanusya kitalarinda tespit edilmis olup genis bir yayilim
gostermektedir (Graniti, 1986).



1.2. Seiridium cardinale’nin Biyolojisi ve Hastalik Belirtileri

S. cardinale beyaz, dallanmis ve kivrimli olabilen, gelistikce kirli beyaz ya da gri
goriiniim alabilen siki dokuda miselyuma sahiptir. Fungus bulundugu her yerde aseksiiel
olarak ¢ogalmaktadir (Della, vd. 2013). Bitki epidermis dokusunun altinda acervulus olarak
tanimlanan spor yataklari olustururlar. Acervuluslar daginik sekilde, tek bir hiicre kitlesinden
veya birkacinin birlesmesiyle meydana gelebilen ve ¢iplak gozle dahi fark edilebilen fungal
yapilardir. Acervuluslar ilk agsamada kapali olup zaman i¢inde genisleyen ve diizensiz
dairesel veya dikdortgenimsi sekillerde olabilirler. Acervuluslar igerisinde konidiler bulunur
(Wagener, 1939). Genellikle acervulus'dan ekstriide edilen konidi, yagmurla kisa
mesafelerde, ¢cogunlukla asagi yonde dagilir, daha sonra riizgarla tasman konidi yiikli

damlaciklar tarafindan yanal olarak yayilirlar (Sekil 2) (Panconesi ve Ongaro, 1982).

S. cardinale, hem lokal hem de sistemik enfeksiyonlara neden olmaktadir. Etmenin
penetrasyonundan sonra kabukta nekrotik lezyon olusturur. Patojen, kortikal parankimalarda
nispeten hizli, ancak floemde daha yavas yayilir; sonunda kambiyum dahil tiim dokular
kahverengiye doner ve Oliir. Kanser dallar veya gdvdenin tiimiinii kusatana kadar bazi
mevsimsel degisikliklerle istikrarli bir sekilde ilerler. Aktif olarak biiyiiyen kanser
bolgesinde yiiksek miktarlarda regine iretilir (Graniti, 1998). Hastalik ilerledikce
makroskopik simptomlar goriilmeye baslar. Enfekteli kabuk dokusunun ¢atlamasi ve yogun
recine akintisi en belirgin simptomlardandir. Hastaliin ilerlemesi sonucunda dallarda geriye
oliim belirtisi gozlenmektedir. Daha ileri donemlerde hastalik tiim agaci etkileyerek 6liimiine

sebep olmaktadir (Graniti, 1998).



Riizgar

Yagmur Bocekler
99 ,\
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Sekil 2. Seiridium cardinale’nin yagam dongisti.

1.3. Seiridium cardinale’nin Konukcular1 ve Cografik Dagilim

Etmenin ana konukgulari Monteri servi olarak bilinen C. macrocarpa, daha az oranda
hassas olan Italyan servi olarak bilinen C. sempervirens ve diger Amerikan Cupressaceae
familyasina ait tlirlerdir, fakat en yikic1 hasar1 C. macrocarpa lizerinde olmaktadir. C.
macrocarpa, C. sempervirens'ten daha duyarliyken, C. arizonica ve 6zellikle C. glabra, C.
torulosa ile diger egzotik tiirler belli oranlarda diren¢ gostermektedir. Akdeniz’in 1liman
iklim kosullarinda, yani asir1 sicak ve kuru olmayan boélgelerde, S. cardinale en yaygin ve
en yikict olarak goriilen tiirdiir (Graniti, 1998). Patojen, Cupressus tiirleri disinda
Chamaecyparis, Cryptomeria, Cupressocyparis, Juniperus, Thuja'nin cesitli tiirlerini ve

Cupressaceae'nin ilgili cinslerini (ve melezlerini) etkilemektedir.



Servi kanserine sebep olan S. cardinale, ilk olarak 1928'de Kuzey Kaliforniya'da
rapor edilmistir (Wagener, 1927). Kanser hastalig1 daha sonra Kaliforniya kiyilar1 boyunca,
ABD’nin i¢ kesimleri ve Giiney Amerika'ya yayilmis, ardindan dogu ve bati Atlantik ile
Pasifik Okyanuslar1 boyunca Yeni Zelanda, Avrupa, Asya ve Giiney Afrika'ya taginmistir
(Graniti, 1986). Fungusun Tiirkiye’deki varlig1 C. sempervirens agaglarinda simptomolojik
gozlemlere dayanarak ilk olarak Siimer (1987) tarafindan bildirilmistir. Raporda Marmara
ve Ege kiyilar1 dogal ormanlarinda kanser olusumu ve re¢ine akintisi ile geriye dogru 6liimiin

gozlendigi ifade edilmistir.

Canakkale’de limoni servi gerek cit bitkisi gerekse rekreasyon amaciyla ¢ok fazla
kullanilmaktadir. Ayrica parklarda ve 6zel miilklerde, bahge diizenlemesinde, grup halinde
ya da birka¢ tane olarak siklikla kullanildigi goriilmektedir. Mert, vd. (2022) Canakkale
Merkez’e bagli bir evin bahgesinde limoni servilerde geriye Oliim belirtisi
gozlemlemisglerdir. Govdesinde kanser olusumu ve regine akintis1 goriilen bitkiden alinan
orneklerden izole edilen etmenin S. cardinale oldugu tespit edilmistir. Canakkale’de yapilan
gozlemlerde limoni servilerde hastalik simptomlaria siklikla rastlanmasindan dolayr bu

yiiksek lisans tezinin yapilmasina gerek duyulmustur.

Bu calismada Canakkale ilindeki limoni servilerde servi kanserine sebep olan S.
cardinale’nin (1) yaygmlhigini ve hastalik oranini1 saptamak, (i) izolatlarin in vitro’da farkli
besin ortamlar1 ve sicakliklarda gelisimlerini gbzlemlemek, (iii) izolatlarin viriilensligini
arastirmak ve (iv) Canakkale’de c¢ok fazla dikilen conifer tiirlerinin hastalik etmenine

reaksiyonunu tespit etmek amaglanmigtir.



IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

S. cardinale, olduk¢a yikici fungal bir etmen olup enfekte ettigi bitkilerde ciddi
hasarlara neden olmaktadir. Etmen ilk olarak 1927 yilinda Kalifornia’da Wagener tarafindan
Coryneum cardinale olarak Montery servide rapor edilmistir (Wagener, 1928); daha sonra
Sutton ve Gibson (1972) Seiridium cardinale olarak tekrar isimlendirmislerdir.
Kaliforniya'da ilk kez tespit edildikten sonra hastalik sirasiyla Fransa’da (Barthelet ve Vinot,
1944) ve Giiney Afrika'da (Wimbush, 1944), italya’da (Grasso, 1951) ve Arjantin’de (Saravi
Cisneros, 1953), Avustralya’da (Grasso ve Ponchet, 1980), Yeni Zelanda'da (Boeswinkel,
1983), Kuzey Yunanistan'da ve Girit adasinda sinirlt alanlarda (Xenopoulos ve Diamandis,
1985), Kuzey Afrika Fas’ta (Danti, vd. 2009), Sirbistan’da (Milenkovi¢, vd. 2022) rapor

edilmisgtir.

2.1. Diinyada Yapilan Calismalar

Jones (1954) tarafindan yapilan calismada C. cardinale (S. cardinale)’nin arazi
sartlarinda dogal etkisini incelemek amaciyla deneme kurulmustur. Denemede her bir test
agact (C. ariamica, C. benthami, C.lusitanica, C. macrocarpa ve C. torulosa), dort C.
macrocarpa agaciyla gevrelenecek sekilde yarim dontimliik araziye 340 aga¢ dikildigi
belirtilmistir. Her parselin dis siralarina sadece C. macrocarpa dikilmistir. Kurulan bu
denemenin Wagener (1948) tarafindan California'da C. cardinale'nin neden oldugu servi
kanser hastalig1 {izerine yapilan ¢caligmalarda daha 6nce bu yontem kullanildig: belirtilmistir.
Bir yillik biiyiimeden sonra, C. macrocarpa interplantlari ve ¢cevrelenen siralar, viriilent servi
kanseri kiiltlirleriyle inokulasyon yapildig: belirtilmistir. Calismadan alinan ilk sonuglarda,
C. macrocarpa'nin test edilen tiirler arasinda servi kanserine kars1 kullanilan tiirler arasindan

en hassas tiir oldugu yapilan ¢aligmalarda rapor edilmistir.



Beresford ve Mulholland (1982), tarafindan yapilan ¢aligmada farkli servi tiirlerine
ait 8 servi varyetesini igeren bir deneme plantasyonundaki agaglar, servi kanseri hastaligi
icin incelenmistir. Yapilan gozlemlerde hastaliklara ii¢ fungal etmenin sebep oldugu
bildirilmistir: S. cardinale, S. unicorne ve Pestalotiopsis funerea. Servi kanseri funguslarinin
izole edildigi agaglarin ylizdesi deneme alanindaki c¢eside gore farklilik gosterdigi
belirtilmistir: Cupressocyparis leylandii klon Haggerston Gray %18; klon Naylors Blue %0;
klon Leighton Green %17; Green Spire %8; C. macrocarpa %?22; C. torulosa D Don %0;
C. arizonica Greene %9; C. arizonica NZ FRI 850-329 klonu (muhtemelen C. arizonica X
C. torulosa klonu olabilecegi belirtilmistir) %8 oranlarinda oldugu belirtilmistir.
Inokulasyon denemesi sonucunda ise S. cardinale'nin tiim cesitlerde S. unicorne'dan daha
fazla hasara neden oldugunu, P. funerea'nin ise ikincil 6neme sahip zayif bir patojen oldugu
belirtilmistir. Ayrica ¢alismada S. cardinale'ye duyarliliktaki farkliliklar tespit edilmistir:
Cupressocyparis leylandii klonu ile C. macrocarpa’nin en duyarh tiirler oldugu; C.
arizonica, C. torulosa ve FRI 850-3209 tiirleri ile klonun nispi olarak daha direngli oldugu
belirtilmistir. Calismada S. wunicorne veya P. funerea'ya karsi duyarlilikta herhangi bir

farklilik saptanmadigi rapor edilmistir.

Yeni Zellanda’da yapilan bir ¢alismada S. cardinale’nin konidileri S. unicorn’da var
olan karakteristik uzantilarindan yoksun oldugu belirtilmistir. Konidiler diiz veya bazen
hafif sigmoid veya hilal seklinde oldugu bildirilmistir. Daha 6nce Wagener (1939) tarafindan
yapilan morfolojik tanima uydugunu ifade etmistir. Oda sicakliginda inkiibe edilen
kiiltiirlerin havai yogun miselyumuna sahip oldugu, kenarlar1 agik mat yesil, merkezi koyu
yesilimsi gri renkli oldugunu bildirmistir. Calismada 26 °C'de kiiltiirler 6 giinde 31 mm ¢apa
ulastig1 yapilan ¢aligmada rapor edilmistir (Boesewinkel, 1983).

Graniti (1986), S. cardinale enfeksiyonu sonucu bitkilerde olusan hastalik
simptomlarint detayl bir sekilde tanimlamis olup bir ¢ok agidan rehber olusturmustur. Bu
caligmada hastaligin ilk simptomunun, S. cardinale'nin giris noktasinin etrafindaki canli
dallarin veya geng¢ dallarin kabugunun kizarmasi veya esmerlesmesi oldugunu belirtmistir.
Enfekte olan dokularin hafifce ¢okebilecegini, ardindan uzunlamasina ¢atlaklar
olusabilecegini ve recineli bir akmtinin {retilebilecegini belirtmistir. Enfeksiyon

bolgelerinin ¢evresinde lentiform seklinde veya uzamis kanserler gelisecegi ve geng
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bitkilerin kii¢iik dallarin1 veya gdvdesini kusatabilecegini; bununla birlikte yetiskin
agaclarin biiyiik dallarinda veya ana govdelerinde kanserlerin yayilmasinin uzun bir zaman
alacagini ifade etmislerdir. Enfekte olmus dallarin yapraklarinda 6nce yaygin bir sararma,

daha sonra geriye dogru 6liim ilerledik¢e yapraklarin kurudugunu gézlemlemistir.

Yeni Zelanda’da 1981-1982 yillarinda C. macrocarpa, C. lusitanica ve C. lawoniana
plantasyonlarinda servi kanserinin dagilimini ve yaygmlhigini belirlemek amaciyla sorvey
caligmast yapmislardir. Hastaliktan sorumlu iki fungustan biri olan S. unicorne’nin Giiney
Adasi'nin Bat1 Kiyis1 diginda {ilke genelinde bulundugunu belirtilmistir. Diger fungus olan
S. cardinale’nin ise Auckland, Wanganui, Palmerston North ve Christchurch yakinlarinda
bulundugunu ve hastaligin yayiliminin diisiik oldugunu rapor etmislerdir (Van der Werft,

1988).

Xenopoulos (1991) tarafindan yapilan calismada C. sempervirens ve C. glabru
fidanlar1 ve klonlar1 tizerinde kok inokulasyonlart ile ii¢ Seiridium tiirline ait sekiz izolatin
patojenitesi ile ilgili karsilastirmali ¢aligmalar yapilmistir. S. cardinale’nin S. cupressi,ve S.
unicorne’un izolatlara kiyasla daha biiyiikk ve daha siddetli kanserlere neden oldugunu
belirtilmistir. Inokulasyondan sonraki ilk dokuz ay boyunca, S. cardinaelnin kanser
uzunlugu, S. cupressi'nin kanserlerinden daha biiylik oldugu fakat inokulasyondan iki yil
sonra S. cupressi kanserlerinin, S. cardinale'ninkinden daha biiyiik ve daha siddetli oldugunu

rapor etmistir.

Almanya’da yapilan bir ¢calismada S. cardinale nin cografi dagilimi gézlenmistir.
Fungusun tanisal 6zellikleri, konukc¢u penetrasyonu, hastaligin baslica simptomlari, yayilma
yollar1 ve kontrol yontemleri bu ¢alismada anlatilmaktadir. Yapilan calisgmada Almanya'nin
kuzeyinde gozlenen S. cardinale olusumu i¢in olas1 nedensel faktorler tartigilmistir. Yayilma
yollar1 konusunda patojenin dagilimi esas olarak Cupressus spp.nin enfekteli bitkileri ve
tohumlar1 ile gergeklesebilecegi, Ozellikle de en duyarhi tiir olan C. macrocarpa'dan
kaynaklandig1 bildirilmistir. Ayrica ¢alismada Almanya'nin kuzeyinde S. cardinalenin
Ozellikle mazi tiirlerine siddetli bir sekilde saldirma nedeni iizerinde durulmus ve nedensel

faktorlerin agikliga kavusturulmasi icin, S. cardinale'nin farkli Cupressaceae familyalarinda



bulasiklig1 ve Almanya'daki yayginligi ile ilgili arastirmalarin yogunlagtirildig: bildirilmistir
(Urbasch, 1993).

Sparapano, vd. (1995), tarafindan yapilan calismada italya'nin gesitli tarim ve
ormanlik alanlarindan toplanan 100 adet S. cardinale izolat1 ile 3 yasindaki C. sempervirens,
C. macrocarpa ve C. arizonica fidanlar iizerinde serada inokulasyon testleri ve kiiltiirde
toksin liretimi taramasi yapilmistir. Yapilan calismada iki ana toksin, seiridin ve izo-seiridin,
HPLC ile belirlenmis ve fungus izolatlar1, toksin tiretim seviyesine gore siniflandirtlmigtir.
Yapilan ¢alisma sonucunda simptomlarin siddeti ile seiridinlerin in vitro iiretim seviyesi ile

iliskilendirildigi bildirilmistir.

Sanchez ve Gibbs. (1995), Cupressus macrocarpa’nin S. cardinale sebebiyle ile
Olmesi ve Britanya’daki servi kanserinin yayilmasi sonucunda siis bitkisi olarak olduk¢a
yaygin olan C. macrocarpa’nin hastalik sonrasi goriintiisiiniin bozulmasi {lizerine survey
caligmalar1 yapmislardir. Yapilan aragtirmada, bunun esas olarak S. cardinale’nin
etkilerinden kaynaklandigi belirtilmistir. Bu ¢alisma sirasinda S. cardinale'ye ek olarak ¢ok
sayida fungus izole edilmistir. Seiridium ve izole edilen diger funguslar arasindaki iligkilerin
daha ayrintilh bir sekilde arastirilmasina rehber olmasi icin calismanin yapildig

belirtilmistir.

Italya’da salgin haline gegen servi kanseri ile ilgili 1998 yilinda bir inceleme
yaymlanmistir. Incelemede servi kanserine sebep olan patojenlerin tanimlanmasi,
taksonomisi, patogenezi ve fungus toksinlerinin rolii ve servi klonlarinin veya hibritlerinin
patojenlere direng ve toksinlerine tolerans agisindan erken taranmasi ile ilgili sorunlari ele
almaktadir. Calisma ozellikle tehdit altindaki iki servi tiiriiniin kisa bir tartismasiyla
baslayarak, farkli kanser tiirlerinin teshisi ve degerlendirilmesi i¢in 6nemli olan ajanlarin
baz1 taksonomik, biyolojik ve toksikolojik yonlerini tartigmaktadir. Caligmada servi
kanserinin goriildiigli bolgelerde yikici ekonomik kayiplara sebep oldugu, kereste iiretimini

yiiksek dl¢lide azalmasi sonucunu dogurdugu rapor edilmistir (Graniti, 1998).

S. cardinalenin  Yunanistan'm bir¢ok bdlgesindeki plantasyonlarda C.

sempervirens'e dnemli zararlar verdigi daha 6nceki caligsmalarda belirtilmistir (Xenopoulos
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ve Diamandis 1985; Tsopelas ve Xenopoulos 2006). Tsopelas, vd. (2007)’larinin yaptigi
sorveylerde bazi bolgelerde C. sempervirens'te enfeksiyon seviyesinin %90’dan fazla oldugu
ancak bu tiiriin baz1 Ege adalarindaki dogal ormanlarinda enfeksiyon seviyelerinin ¢ok diisiik

oldugu rapor edilmistir.

Bonthond, vd. (2018), tarafindan yapilan ¢alismada farkli besin ortamlarinda S.
cardinale koloni gelisimi 22°C’de 14 giinliik inkiibasyon sonucu incelenmis ve koloni
morfolojisi hakkinda bilgi verilmistir. Calismaya gore kullanilan kiiltiiriin koloni 6zellikleri;
PDA ortaminda, 14 giin sonra 60-61 mm capa ulasan, merkezde ve kenarda diiz, beyaz ila
soluk renkli, ylizeyinde havai miselyum bol, kenarlarinda zay:f, sporlu koloni oldugu, CMA
iizerinde, 14 gilinlin sonunda 79—81 mm c¢apa ulastigi, merkezde ve kenarda diiz, ortada
beyaz, deve tiiyii ile agik kahve rengi, i¢ kenarda agik kahve rengi, ylizeyde bol miktarda
havai miselyum olustugu, MEA {izerinde, 14 giin sonra 45-49 mm ¢apa ulasan, merkezde
acik gri renkli, griden yesile donen beyaz kenarli, merkezde ve kenarda diiz, iizerinde bol
miktarda hava miselyumlu yilizey olusumu gozlemlenmistir. SNA ortaminda, 14 giin sonra
37- 39 mm ¢apa ulasan, diizensiz, merkezde ve kenarlarda diiz, cogunlukla kenarda 1limh
hava miselyumu gozlenmistir. Calismada S. cardinale etmeninin farkli besin ortamlardaki

gelisim hiz1 ve gelisim sonrasi gozlemler rapor edilmistir.

Rocca, vd. (2018), tarafindan yapilan ¢alismada servi kanserine kars1 Cupressaceae
familyasina ait dért olast dayanikli ve ii¢ olas1 duyarli italyan servi klonunun, bir Akdeniz
ve bes Kaliforniya fungus genotipine karsi tepkisini test etmek icin sera denemesi
kurulmustur. Calismada gévdede fungusun neden oldugu lezyonun boyutunu ve fungus
sporulasyonunu Olcerek bazi sorulara cevap aranmistir. Yapilan bu ¢alisma, bir patojenin
birden fazla girisinin konukg¢u direncini kirabilecegini ve yerel ekosistemler {izerinde
olgiilebilir bir zararli etkiye sahip olabilecegini gosteren ilk ¢aligmalardan biri oldugu rapor

edilmistir.
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2.2. Tiirkiye’de Yapilan Calismalar

Servinin iilkemizdeki yayilisi, zararlilar1 ve hastaliklari, bilhassa servi kanseri
hastaligi bakimindan incelemek amaci ile 1984 ve 1987 yillar1 arasinda Tiirkiye’nin
Marmara, Ege ve Akdeniz bolgelerinde sorvey calismasi yapilmistir. Bu sorveylerde
Marmara Bélgesi (Istanbul, Kocaeli, Bilecik, Bursa), Ege Bolgesi (Izmir), Akdeniz Bolgesi
(Mugla, Antalya, Mersin ve Adana) ormanlik alanlar1 goézlemlenmistir. Gokova,
Inisdibi’'nde C. sempervirens var. Horizontalis’de ana govdelerde kanserli dokular ve regine
akintis1 ve acervulus olusumunu dikkate alarak etmenin servi kanseri oldugu simptolojik

olarak rapor edilmis fakat laboratuar ¢calismalari ile desteklenmemistir (Siimer, 1987).

Canakkale’de limoni servi olarak da bilinen C. macrocarpa cv. Goldcrest
fidanlarinin dallarinda geriye 6liim belirtisi, kanser ve yogun recine akintisi olan dokulardan
yapilan izolasyonda fungusun S. cardinale oldugunu morfolojik ve molekiiler olarak tespit
edilmigtir. Bdylece bu ¢alisma ile etmenin Tiirkiye’de C. macrocarpa’da hastalik

olusturdugu morfolojik ve molekiiler olarak ilk kez karakterize edilmistir (Mert, vd. 2022).
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Canakkale halka agik parklar, site ve evlerin bahgeleri, ticari ¢igek seralarindaki

hastalikli limoni servilerden alinan doku 6rnekleri bu ¢alismanin materyalini olusturmustur.
3.2. Metot

3.2.1. Sorvey Calismasi

Sorvey ¢alismalar1 Canakkale ili merkezde limoni servi bulunan park, bahge ve ¢igek
seralarim1  kapsamustir. Sorvey c¢aligmalari 2021-2022 yilin bahar ve yaz aylarinda
gerceklestirilmistir. Canakkale Merkez ilgede bulunan ¢icek seralarinda, site bahgelerinde,
halka acik parklarda ve bahgelerde, Kepez, Kilitbahir ile sayfiye yerleri Giizelyali ve
Cinarli’da bulunan evlerin bahgelerinde ve Gelibolu, Eceabat ve Lapseki il¢esi kiy1 seridinde
bulunan limoni servi kullanilan alanlardan toplam bitki sayisi ile hastalikli bitki sayilar1 not

edilmisgtir.

Bitkilerde bir veya birka¢ dalda olusan geriye Oliim belirtisi hastaligin sorveyi
esnasinda belirleyici olmustur. Bu bitkilerin gévdelerinde kanser olusumu, zamk akintisi,
dikine catlak ve yariklar ile acervulus olusumu gdsteren bitkilerden kabuk dokusuyla birlikte
odun dokusunu da igerecek sekilde tiim bitkilerden 6rnek almmistir (Sekil 3). Alinan
hastaliklt dokularda 6zellikle acervulus bulunmasina 6zen gosterilmistir. Doku 6rnekleri
kagitlara sarilarak etiketlenmis, ayri1 ayri polietilen torbalara konulmustur. Hastalikli
ornekler icerisinde buz akiileri bulunan piknik kutularina konularak laboratuvara

getirilmistir. izolasyona kadar +4 °C’deki sogutucuda muhafaza edilmistir.
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Sekil 3. Canakkale merkezde yapilan sorvey calismasinda, Seiridium cardinale ile enfekteli
limoni servi agaci

3.2.2. Sorvey Alaninda Hastalik Oraninin Saptanmasi

Canakkale’de servi kanseri hastalik oraninin saptanmasi amaciyla hastalik
simptomlarinin kolayca ciplak gozle goriilebilir oldugu ge¢ bahar ile yaz aylari tercih
edilmistir. Bu amagla 2021-2022 yili ilkbahar-yaz aylarinda sorvey alanlarinda toplam bitki
sayist ile hastalikli bitki sayisi not edilmistir. Limoni serviler Canakkale’de ya ¢it bitkisi
olarak ya da rekreasyon alanlarinda tek tek dikildigi i¢in sorvey alaninda 1-2 bitki olabildigi
gibi, tek bir ev veya site bahgesinde ¢it bitkisi olarak 20-30 ve daha fazla bitki de
olabilmektedir. Toplamda 54 farkli lokasyonda gozlem yapilmistir. Hastalik orani (%),
sorvey yapilan hastalikli 6rnek sayisinin, incelenen toplam Ornek sayisina oranlanmastyla

asagidaki formiile gore hesaplanmistir (Kranz ve Rotem, 2012).
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Hastalikli 6rnek sayisi1

Hastalik orani = 100

incelenen toplam érnek sayisi

3.2.3. Hastalikh Bitkilerden Fungusun izolasyonu

Laboratuvara getirilen hastalikli bitki Orneklerinden odun kisma en yakin
noktasindan hastalikli ve saglikli dokular icerecek sekilde yaklasik 1 cm parcaciklar
alimmistir. Parcaciklar %2 lik NaOCl’de 2 dakika yiizeysel sterilizasyona tabi tutulmus,
ardindan 2 kez steril saf sudan gecirilerek, 2 kat steril kurutma kagidinda kurumaya

birakilmigtir. Parcaciklar 25-30 dakika kurutulduktan sonra PDA ortamina ekimi yapilmis

ve 20°C sicaklikta karanlikta inkiibe edilmistir (Sekil 4) (Danti, vd. 2014).

Sekil 4. Izolasyon isleminde, kurutma kagidinda kurumaya birakilan doku parcalar1 ve

ekim i¢in hazirlanmis patates dekstroz agar (PDA) ortamlari

Gelisen kolonilerin en u¢ kismindan steril bir cork borer (mantar delici) yardimiyla
1 cm capinda miselyal diskler alinarak yeni petrilere aktarilip saflagtirmalart yapilmigtir.
Gelisen kolonilerden alinan yeni diskler bir sonraki calismalarda kullanilmistir; aym

zamanda egik agara alinarak sogutucuda +4 derecede muhafaza edilmistir.
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3.2.4. Seridium cardinale’nin Morfolojik Karakterizasyonu

Sorvey esnasinda alinan hastalikli bitki pargalarinda bulunan acervuluslarda
konidiler mikroskop altinda gézlemlenmistir. Makrokonidinin biiyiikliigli, bolme sayis1 ve
konidi uzantilarinin varligi mikroskopik teshiste ilk asamay1 olusturmustur. Fungusun besin
ortaminda miselyal olarak teshisi i¢in ise PDA ve malt ekstrakt agar (MEA) kullanilmastir;
inokulasyondan 14 giin sonra izolatlarin miselyal gelisim hizlar1, petri kaplarinda tistten ve
alttan goriinen koloni rengi ve olusturduklar1 koloninin genel goriinimii gozlemlenmistir
(Bonthond, 2018). Etmenin acervulus olusumunu tesvik etmek i¢in misir unu agar (corn

meal agar: CMA) kullanilmistir.

3.2.5. Seridium cardinale’nin Farkh Ortamlarda ve Sicakhiklarda Gelisimleri

S. cardinale besin ortaminda yavag gelisen bir fungustur. Fungusun en iyi
geligebildigi besin ortami ve sicaklik degerlerinin saptanmasi amaciyla 5 yapay besin ortami
ve 3 farkli sicaklik derecesi kullanilmistir. Tek bir izolatin referans olarak kullanildig:
caligmanin bu boliimiinde PDA, MEA, Czapek Agar, DRBC agar ve DG18 besin ortamlart;
21, 25 ve 28°C sicaklik dereceleri kullanilmistir. Bu amagla 10 mm’lik fungal diskler besin
ortaminin ortasina yerlestirilmis, kenarlar1 parafilm ile kapatilarak belirtilen sicakliklara
ayarlanmig inkiibatorlerde 14 giin inkiibe edilmistir (Sekil 5). Deneme her bir ortam ve
sicaklik icin 4 tekerriirlii olarak kurulmustur. Her bir petride bulunan fungal kolonilerin

caplar1 en uzun ve en kisa dl¢iimlerinin ortalamasi alinacak sekilde 14. giin yapilmustir.
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Sekil 5. Fungusun gelisimi i¢in kullanilan 5 farkli yapay besin ortamlarina ekimi yapilmis
fungal diskler

3.2.6. izolatlarin Patojenik Karakterizasonu

Izolatlarin viriilensliklerini saptamak igin rastgele secilen 3 izolat ile patojenisite testi

yapilmigtir. Kullanilan izolatlar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2

Virilenslik denemelerinde kullanilan  Seiridium cardinale izolatlar1 ve izolatlarin
toplandiklar1 lokasyonlar.

izolat Kodu izolatin ahndig1 lokasyon
DRN1* Merkez

AIYG3 Merkez

ATRS Merkez

AKI1 Kilitbahir

* Referans izolat olarak kullanilmistir (Mert, vd., 2022).
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Yaklagik 2 yasinda olan limoni servi fidanlarinin topraktan yaklasik 30 cm
yliksekliginde ana gévdede bulunan yapraklar ve yan dallar inokulasyonu engellemeyecek
sekilde uzaklastirilmistir. Ana gévdede 1 cm capinda cork borer yardimiyla agilan kabuk
dokusu uzaklagtirilmis ve PDA’da gelismekte olan 14 giinliik taze kiiltiirlerden alinan 1 cm
capinda diskler odun dokusuna, miselyum yaraya temas edecek sekilde yerlestirilmistir.
Disklerin iistii nemli pamuk ile kapatilmis daha sonra parafilm ile kaplanmistir (Sekil 6).
Kontrol fidanlari i¢in steril PDA ile ayni islem uygulanarak inokulasyon yapilmistir (Madar,
vd. 1990).

Deneme tesadiif bloklar1 deneme desenine gore her izolat i¢in 3 tekerriirlii olacak

sekilde kurulmustur. Deneme Nisan 2022°de kurulmus, gézlemler 2 ay sonra lezyon alani

cetvel ile Ol¢iilerek yapilmistir (Tsopelas, vd. 2007).

Sekil 6. Patojenite testi i¢in kullanilan limoni servi fidanlari; (sagda) inokulasyon yapilmis

govde.
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3.2.7. Farkhh Konuk¢u Reaksiyonlarinin Saptanmasi

Caligmanin bu boliimii Canakkale’de rekreasyon amaciyla kullanilan diger Conifer
bitkilerde S. cardinale’nin hastalik olusturup olusturmadigini saptamak amaciyla
yapilmustir. Kullanilan bitki tiirleri Tablo 3’te verilmistir. Fidanlarin boylar1 farkl
oldugundan topraktan yiiksekte, ana govdede bulunan yapraklar ve yan dallar inokulasyonu
engellemeyecek sekilde uzaklagtirilmistir. Ana gévdede 1 cm ¢apinda cork borer yardimiyla
acilan kabuk dokusu uzaklastirilmis ve PDA’da gelismekte olan 14 giinliik taze kiiltiirlerden
alman 1 cm c¢apinda diskler odun dokusuna, miselyum yaraya temas edecek sekilde
yerlestirilmistir. Disklerin iistii nemli pamuk ile kapatilmig daha sonra parafilm ile
kaplanmistir (Madar, vd. 1990). Deneme 3 tekerriirlii olacak sekilde kurulmustur. Deneme

inokiilasyondan 6 hafta sonra sonlandirilmistir.

Tablo 3

Seiridium cardinale nin farkli konukgularda patojenite testi i¢in kullanilan bitki tiirleri

Latince Tiirkce

Cupressus sempervirens cv. Stricta Kalem servi
Cupressus arizonica cv. Greene Mavi (Arizona) servi
Cupressocyparis leylandii Melez servi (leylandi)
Thuja orientalis cv. Aurea compacta Nana Topalak maz

Thuja occidentalis cv. Smaragd Bat1 mazisi

Pinus pinea Fistik gami
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Limoni Servilerde Hastalik Simptomlar:

Sorvey alanlarinda ilk géze ¢arpan hastalik belirtisi geng dallarda veya ana gévdede
geriye Olim belirtisi olmustur (Sekil 7A) Hastalikli bitkilere daha yakindan bakildiginda
enfeksiyon noktasinin etrafindaki canli ve gen¢ dallarin kabugunda kizarma veya
esmerlesme belirgin simptomlar arasinda olmustur. Enfekteli alanda doku bozuklugu,
ardindan uzunlamasina catlaklar olustugu ve bu ¢atlaklardan yogun recine akintisi oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 7B). Enfeksiyon bolgelerinin ¢evresinde uzamis kanserlerin gelistigi
ve bazi geng bitkilerin kii¢iik dallarin1 veya govdesini kusattigi gézlemlenmistir. Enfekteli
kabugun altindaki dokularmm kirmizidan kahverengine donen renk degisikligi patojenin
yayllma bolgelerinde goriilmiistiir. Kanser olusumunun gozlemlendigi dokularda yogun
recine akimtisinin oldugu yerlerde fungusun olusturdugu acervuluslarin ¢iplak gozle
goriilebilecek kadar belirgin oldugu gézlemlenmistir. Tiim bu simptomolojik gézlemler daha

once rapor edilen tanimlarla paralellik gostermistir (Graniti, 1986; Mert ve ark, 2022).

Sekil 7. Sorvey alanlarinda Seiridium cardinale ile enfekte olmus bitkilerde simptom

olusumu; (A) Geriye 6liim belirtileri, (B) enfekteli bolgede zamklanma
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4.2. Canakkale’de Seiridium cardinale’nin Hastalik Oraninin Saptanmasi

Canakkale Merkez il¢cede bulunan ¢igek seralarinda, site bahgelerinde, halka agik
parklarda ve bahgelerde, Kepez, Kilitbahir ile sayfiye yerleri Giizelyali ve Carli’da
bulunan evlerin bahgelerinde ve Gelibolu, Eceabat ve Lapseki ilgesi kiy1 seridinde bulunan
limoni serviler siklikla gézlemlendigi hastaligin Canakkale’nin Merkez ve bazi kiy: ilgeleri
belde ve koylerinde hastaligin yayginligint ve oranini saptamak amaciyla yapilan
sorveylerde toplamda 1631 adet servi agacinda gozlem yapilmistir (Tablo 4). Bu bitkilerin
27’sinde hastalik belirtileri gozlenmis, hastalikli doku o6rnekleri alinarak, olusturduklari

makrokonidilere gore teshis yapilmistir.

En ¢ok gozlem Canakkale Merkezde park ve site bahgeleri ile ticari ¢igek seralar1 ve
sayfiye yerleri olan Giizelyali ve Cinarli Kdylerinde yapilmistir. Canakkale il merkezinde
toplam 584 adet bitkinin 9’unda hastalik simptomlar1 gbzlemlenmistir; boylece hastalik
oraninin %1.54 oldugu saptanmistir. Yine Merkez il¢eye bagli olan ve rekreasyon amaciyla
iiretim ve satis yapan 3 ¢icek serasinda yapilan gozlemlerde hastalik oraninin %1.80 oldugu
belirlenmistir. Cicek seralarinda bulunan limoni servilerin enfekteli olmasi, hastaligin yeni
alanlara taginabileceginden dolay1 6zellikle 6nem arz etmektedir. Cinarli Kdyiinlin Dardanos
Mevkii’nde gozlemlenen 21 bitkinin 4’ enfekteli iken (%19,04), Kilitbahir kdyiinde

bulunan 2 adet limoni servinin 1’inin hasta oldugu tespit edilmistir (Tablo 4).

Tablo 4

Canakkale Merkez ve kiy1 ilgelerinde limoni servilerde Seiridium cardinale nin hastalik
orant.

Toplam bitki Hasta bitki  Hastahk

Siirvey alani sayisi (adet) sayisi (adet)  Orani (%)
(Canakkale Merkez, park ve bahceleri 584 9 1,54
Canakkale Merkez, cicek seralari 220 4 1,80
Canakkale Merkez, Giizelyali koyii 363 3 0,82
Canakkale Merkez, Cinarli koyii 21 4 19,04
Lapseki Merkez, park ve bahgeleri 222 5 2,25
Gelibolu Merkez, park ve bahgeleri 53 1 1,80
Eceabat, Kilitbahir kdyii 2 1 50,00
Toplam bitki sayis1 1631 27 1,65
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4.3. Seiridium cardinale’nin Morfolojik Karakterizasyonu

Hastalikl1 bitkilerden alinan dokularin PDA ve MEA ortamina ekimi i¢in ATRS nolu
izolat kullanilmistir. Oldukga yavas gelisen fungustan, izolasyondan 1 hafta sonra yapilan
alt kiiltlirlerde fungusun 15 giinde petrinin sadece yarisint kapladig1 gézlemlenmistir. PDA
ve MEA’da gelisen fungal koloninin iist kismi1 ilk asamada kirli beyaz, a¢ik grimsi daha
sonra ise koyu grimsi renge doniistiigii, petrinin alt kisminin ise somon renginden,

turuncumsu pembe, agik turuncu renklerde oldugu gozlenmistir (Sekil 8 ve Sekil 9).

Sekil 8. Patates Dekstroz Agar (PDA) ortaminda Seiridium cardinale’nin 25°C’de 7 giin
sonraki gelisimi.

Sekil 9. Malt Ekstrakt Agar (MEA) ortaminda Seiridium cardinale’nin 25°C’de 14 giin
sonraki gelisimi.
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CMA igeren ortamlara ekim yapilan disklerden gelisen koloniler PDA ve MEA’dan
farkl1 olarak daha yiizeysel olarak gelismistir; koloni renginin de diger ikisi ile
kiyaslandiginda karakteristik olmadigi goézlemlenmistir (Sekil 10). Oda sicakliginda
CMA’da gelisen koloniler 2 aylik periyot sonunda tam olgun acervulus olusturmustur. Besin
ortami ylizeyinin hemen altinda veya daha derinlerde olusan acervulusta bol miktarda
makrokonidi olugsmustur. Mikroskopik incelemede konidilerin fusiform seklinde, diiz veya
hafif kavisli, 4 bolmeli, hiyalin goriinimde oldugu, ayrica herhangi bir uzanti igermeyen
konik u¢ hiicreler ve dort medyan hiicre goriiniimiinde, sari-kahverenginde oldugu

gozlemlenmistir (Sekil 10).

Bonthond, vd. (2018), tarafindan yapilan ¢alismada konidilerin morfolojik yapisi
gorsel olarak rapor edilmistir. Alinan 6rnek dokularinin mikroskop altinda incelenmesi

sonucu iki ¢caligmanin sonuglarinin paralellik gosterdigi goriilmiistiir.
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Sekil 10. Seiridium cardinale’nin CMA ortaminda olusturdugu acervuluslar (solda); 151k
mikroskobunda acervulusun ve konidilerin goriiniimii (ortada), konik ug hiicrelerle birlikte

dort medyan hiicreli konidiler (sagda).
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4.4. Seridium cardinale’nin Farkh Ortam ve Sicakhiklarda Gelisimleri

Literatiirde S. cardinale ile ilgili ¢ok az rapor bulunmasindan dolay1, ¢alismanin bu
boliimii tasarlanmigtir. Farkli ortamlarda ve farkli sicakliklarda patojenin gelisimini
gozlemlemek icin 5 farkli fungal besin ortami1 (PDA, MEA, Czapek Agar, DRBC agar,
DG18) 3 farkli sicaklik derecesinde (21°C, 25°C ve 28°C) inkiibe edilmistir. Gozlemler

ekimden 14 giin sonra yapilmistir.

Fungal besin ortam1 fark etmeksizin farkli sicaklik degerleri agisindan
karsilastirildiginda fungusun 25°C’de en iyi gelistigi saptanmustir (Tablo 5; Sekil 11, 12 ve
13). Bir alt ve bir iist sicakliklar olan 21°C ve 28°C’lerde ise koloni ¢aplar1 benzer olup,
25°C’de gelisenlerden daha kiigiik gapa sahip olmustur. Fungusun her 3 sicaklik degerinde
PDA ve MEA’da digerleriyle kiyaslandiginda daha iyi gelisti§i gdzlenmistir. Boylece
optimum gelismenin MEA ve PDA’da 25°C’de oldugu saptanmustir.

Tablo 5

Seiridium cardinale’nin 5 farkli fungus besin ortami ve 3 sicaklik derecesinde koloni
gelisimi (cm).

Fungus Besin

Ortamlari 21°C 25°C 28°C
Czapek 33 4,5 3,93
PDA 4,9 6,51 5,19
MEA 4,5 6,53 4,61
DG18 2,51 2,4 2,91
DRBC 3,48 4,72 4,07
Ortalama 3,74 4,9 4,1
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Farkli ortamlarda gelisim karakteristigi agisindan degerlendirildiginde MEA’da
koloninin 6n yiiziinde kirli beyaz koloni rengine sahip, arka yiiziinde somon renginden,
turuncumsu pembe, acik turuncu oldugu gozlemlenmistir. Miselyumun daha yiizeysel
gelismis, koloni ¢evresi homojen olarak biiytime gostermistir. PDA ortaminda koloni rengi
On yliziinde, koloni i¢ten disa dogru koyu griden agik gri rengine sahip, arka yiiziinde somon
rengi, agik turuncu oldugu gézlemlenmistir. Koloni sekli homojen olarak gelismistir; ayrica
koloni merkezinde kabarik miselyal gelisim oldugu goriilmistiir. Czapek ortaminda
koloninin homojen gelismedigi koloni ¢evresinin girintili ¢ikintili oldugu gézlenmistir. On
yiizii kirli, koyu gri rengine sahip, arka yiizli koloni ortasi siyahtan krem rengine gegis yapan
bir goriinlime sahip oldugu gortilmiistiir. DG18 ortaminda, kalin koloniye sahip bir sekilde
gelisim gostermistir. Koloni rengi agik griden, koyu griye devam eden renklerde oldugu
gorlilmiistiir. Homojen bir gelisim gostermistir. DRBC ortaminda fungal koloni daha geg bir
gelisim gostermistir. Koloni 6n ve arkasinda bakildiginda 6n yiiziinde kirli beyaz koloni
rengine sahip, arka yiiziinde somon renginden, turuncumsu pembe, acik turuncu oldugu

gozlemlenmistir. DRBC ortaminda fungus dairesel bir gelisim gosterdigi goriilmiistiir.

Sekil 11. Seiridium cardinale nin 14 giinde 21°C’de farkli besin ortamlarinda gelisme
morfolojileri, (A) PDA, (B) MEA, (C) Czapek agar1, (D) DRBC, (E) DG18
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Sekil 12. Seiridium cardinale nin 14 giinde 25°C’de farkli besin ortamlarinda gelisme

morfolojileri, (A) PDA, (B) MEA, (C) Czapek agar1, (D) DRBC, (E) DG18

ATRS izolat1 kullanilarak 3 farkli sicaklikta fungal ortamlarda gelisimi gézlenen
fungusun optimum olarak 25°C’de MEA ve PDA agar ortamlarinda gelistigi, 21°C ve

28°C’de ise koloni gelisiminin daha yavas oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 13. Seiridium cardinale nin 14 giinde 28°C’de farkl1 besin ortamlarinda gelisme

morfolojileri, (A) PDA, (B) MEA, (C) Czapek agar1, (D) DRBC, (E) DG18

Bonthond, vd. (2018), tarafindan yapilan ¢alismada farkli besin ortamlarinda S.
cardinale koloni gelisimi 22°C 'de 14 giinliik inkiibasyon sonucunda incelenmistir,
calisgmada besin ortami olarak PDA, CMA, SNA ve MEA kullanilmistir. Calisma
sonucundan 22°C 'de 14 giin sonunda CMA besin ortaminda en iyi gelistigi goriilmiistiir.
Ayrica calismada fungal koloni ¢capt PDA ve MEA ortamlarinda karsilastirildiginda,
PDA’da 6-6,1 cm capa ulasirken, MEA’nda 4,5-4,9 cm ¢apa ulastig1 yapilan ¢alismada rapor
edilmistir. Bonthond, vd. (2018) yaptig1 ¢alismanin sonucu ile bu ¢aligmanin sonucu
karsilastirildiginda 22°C 'ye en yakin 21°C sicaklikta inkiibe edilen grubun koloni gelisimi
PDA ortaminda gelisen fungal koloni ¢ap1 14 giiniin sonunda 4,9 cm, MEA ortaminda
gelisen fungal koloni ¢ap1 4,5 cm oldugu goriilmiistiir. Yapilan ¢aligmanin sonucu Bonthond,

vd. (2018)’nin ¢alismasi ile paralellik gostermektedir.
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4.5. Patojenisite Calismalar:

izole edilen ve rastgele segilen 3 izolat ile yapilan patojenisite testi sonucunda,
izolatlarin patojen oldugu saptanmistir. Calismada Mert, vd. (2022) kullandig1 izolat referans
izolat olarak kullanilmistir. Kullanilan izolatlarin kiinyeleri Tablo 2’de verilmistir. Kontrol
fidanlara da ayni islem uygulanarak steril PDA ile inokulasyonu yapilmistir (Madar, vd.
1990). inokulasyondan 2 ay sonra yapilan dl¢iimlerde, referans alian DRN1 izolat: (Sekil
14) ile ATYG3, ATRS (Sekil 15), AKIi1 izolatlarinin inokulasyon noktasindan yanlara, asag
ve yukart dogru kahverengilesme ve yogunlasan recgine akintis1 simptomlart
gozlemlenmistir. Hastalanan dokulardan re-izolasyon yapilmis ve elde edilen koloniler
boliim 4.2 alt baslik altindaki morfolojik tamimlarla paralellik gdstermistir. Izolatlarin

olusturdugu lezyon Ol¢timleri Tablo 6’te verilmistir.

Tablo 6

Seiridium cardinale izolatlar1 ile inokule edilen 2 yasindaki limoni servilerde lezyon ¢aplari
(cm).

izolat No Lezyon boyu (cm)
Negatif Kontrol 0

DRNI1* 3,06
AIYG3 2,16

ATRS 4,66

AKI1 7,33

* Referans izolat olarak kullanilmistir (Mert, vd. 2022).

28



Sekil 14. Seiridium cardinale’nin referans alinan DRNI1 kodlu izolat1 ile 2 yasinda limoni
serviye yapilan inokulasyonda lezyon gelisimi sonucu (A) enfekteli bolgede zamklanma, (B)

enfekteli bolgenin kabuk dokusu altinda kizil-kahve renk degisikligi.
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Sekil 15. Seiridium cardinale’nin ATRS kodlu izolati ile 2 yasinda limoni serviye yapilan

inokulasyonda lezyon gelisimi sonucu enfekteli bolgede yogun zamklanma.

4.6. Farkl Konukgularla Patojenisite Calismalar:

Limoni servilerde oldukga yikici olan ve bulunduklar1 ortamda hizla yayilim gosteren
servi kanserinin Canakkale’de tercih edilen diger coniferlere olan etkisini arastirmak
amaciyla yapilan ¢alismada C. leylandii (leylandi), C. arizonica cv. Greene (mavi servi) ve

C. sempervirens cv. Stricta (kalem servi)’de hastalik simptomlar1 gézlenmis, dolayisiyla bu
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bitkilerde patojen oldugu saptanmistir. Patojenisite testine alinan 7. occidentalis cv.
Smaragd (Bat1 mazisi), T. orientalis cv. Aurea compacta Nana (Topalak mazi) ve P. pinea
(Fistik ¢ami1) fidanlarinda inokiilasyon noktasinda herhangi bir simptom olusumu
gozlenmemistir. Konuk¢u olmasina ragmen hastalik belirtisi inokulasyon yapilmasina
ragmen; uygun ortam, iklim sartlar1 ya da diger dis etkenlerden kaynakli hastalik belirtisi

gostermemis olmasi thtimaller dahilindedir.

Sekil 16. Seiridium cardinale’nin ATRS izolati ile inokiile edilen bitkilerde hastalik
olusumu (A) Cupressus sempervirens cv. Stricta (kalem servi); (B) Cupressus arizonica
cv. Greene (mavi servi); (C) Thuja occidentalis cv. Smaragd (Bati mazist); (D) Thuja
orientalis cv. Aurea compacta Nana (Topalak mazi); (E) Pinus pinea (Fistik gami); (F)

Cupressocyparis leylandii (leylandi)
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Oldukga duyarli olan C. macrocarpa, diger Amerikan tiirlerinden ve C. sempervirens
cesitleri gibi orta derecede duyarli Akdeniz tiirlerinden, nispeten direncli C. glabra'a kadar
serviler tarafindan ¢esitli derecelerde duyarlilig1 olabilecegi daha 6nce yapilan ¢alismalarda
bildirilmigtir (Graniti, 1998). Yapilan gozlemlerle test ettigimiz 3 servi tiirliniin S.
cardinale’ye kars1 diger tiirlere gére daha hassas olmasi literatiir ile paralellik gostermistir.
Ayrica Jones (1954) tarafindan yapilan ¢aligmada alinan sonuglarda C. macrocarpa’nin test
edilen tiirler arasinda servi kanserine kars1 kullanilan tiirler arasindan en hassas tiir oldugu

yapilan ¢aligmalarda rapor edilmistir.

Graniti (1998) patojenin Cupressus spp. disinda Chamaecyparis, Cryptomeria,
Cupressocyparis, Juniperus, Thuja'nin ¢esitli tiirlerini ve Cupressaceae'nin ilgili cinslerini
(ve melezlerini) etkiledigini belirtmistir. Bizim ¢alismamizda yer alan Thuja occidentalis’in
her iki ¢esidinde de hastalik olusumu gozlenmemistir. Canakkale’de siklikla dikimi yapilan

fistik caminda S. cardinale’nin enfeksiyon yaptigina dair literatiirde bilgiye rastlanmamastir.
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BESINCi BOLUM
SONUC VE ONERILER

Bu calisma, Canakkale Merkez, Gelibolu, Eceabat ve Lapseki il¢elerinden toplanan
S. cardinale ile enfekteli limoni servi bitkilerinden izole edilen dokulardan S. cardinale’nin
yaygimliginin saptanmasi, morfolojik ve patojenik karakterizasyonunun belirlenmesi

amaciyla 2021-2022 yillar1 arasinda yapilmistir.

Canakkale ilgelerde limoni servi bulunan alanlarinda gerceklestirilen sorveylerde
hem rekreasyon amaciyla hem de ¢it bitkisi olarak kullanilan bitkinin servi kanseri nedeniyle
tehdit altinda oldugu goriilmiistiir. S. cardinale yaygimhgini incelemek amaciyla yapilan ve
Canakkale’de genis bir bolgeyi kapsayan calismada 1631 agacin %1,65'1 servi kanseri

hastaligindan etkilenmis oldugu tespit edilmistir.

Patojenite testleri, hastalikli dokudan elde edilen hastaligin viriilensligini ve
hastaligin simptomlarmi saptamada siklikla kullanilan bir yontemdir (Graniti, 1998;
Tsopelas, vd. 2007). Calismada limoni servilere hastalikli bitkilerden izole edilen izolatlarla
inokiilasyon yapilmis, hastaligin simptomlar1 her izolat i¢in gdzlemlenip sonucunda hastalik
belirtisi gdsteren drneklerde dl¢iim yapilmistir. Inokulasyonda kullanilan 3 adet izolat ve
referans alman DRNI1 izolatinda simptom gelisimi gdzlenerek Slglimler yapilmistir. Bu
izolatlardan AIYG3 izolat1 ile yapilan inokulasyonda lezyon boyu 2,53 cm olarak
ol¢iilmiistiir, ATRS izolatinin inokulasyonu sonucu gosterdigi lezyon 4,66 cm olarak, AKi1
izolat1 kullanilarak yapilan inokulasyon sonucu 7,33 cm olarak dl¢lilmistiir. Elde edilen
veriler 1s18inda lezyon olusumu gosteren 3 adet izolatin patojen oldugu sonucunda

gbzlemlenmistir.

Rekreasyon amaciyla kullanilan diger coniferlerde S. cardinale’nin hastalik
olusturup olusturmadigimni saptamak amaciyla farkli coniferlerde patojenite testleri
yaptlmistir. Bu calismada 6 bitki tiiri kullanilmistir. Yapilan calismada C. leylandii
(leylandi), C. arizonica cv. Greene (mavi servi) ve C. sempervirens cv. Stricta (kalem

servi)’de hastalik simptomlar1 gozlenmistir. 7. occidentalis cv. Smaragd (Bat1 mazisi), T.
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orientalis cv. Aurea compacta Nana (topalak mazi) ve P. pinea’da (fistik ¢gami) ise herhangi
bir simptom olusumu gdézlenmemistir. Calismanin sonucunda C. leylandii (leylandi), C.
arizonica cv. Greene (mavi servi) ve C. sempervirens cv. Stricta (kalem servi) tiirleri S.

cardinale’nin konukgusu oldugunu destekler nitelikte oldugu goriilmiistiir.

Gilinitimiizde bu hastalik etmeni ile ilgili bircok arastirma, kiiltiirel degisiklikler,
hastalik fizyoloji ve direng gibi daha bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir. S. cardinale diger birgok
kanser hastaliklar1 gibi, kontrol edilmesi zor bir patojen olmaya devam etmektedir. Etmenin
genis konukcu dizini, hizli yayilmasi sayesinde ekonomik kayiplara neden olmaktadir
(Graniti, 1991). Mevcut kayiplarin artisi etmenin popiilasyon genetiginin arastirilmasini
zorunlu kilmaktadir. Fungus popiilasyonlarindaki genetik arastirmalar fungusa karsi

gerceklestirilecek olan alternatif ve daha etkin miicadele yontemleri igin alternatif olacaktir.

Servi kanserinin rekreasyon amaciyla kullanilan limoni servilerden dogal orman
ekosistemine sigramasi, Tiirkiye ormanlar1 i¢in tehdit olusturma potansiyeli vardir.
Dolayisiyla yapilan bu ¢alismanin bundan sonra yapilacak diger ¢calismalar i¢in temel teskil
edebilecegi diisliniilmektedir. Bu tez Tirkiye’de S. cardinale’nin limoni servide
yayginliginin ve hastalik oraninin tespit edildigi, ayrica izolatlarin morfolojik ve patojenik

karakterizasyonunun belirlendigi ilk arastirma niteligini tagimaktadir.
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