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OZET

Malatya ili Dogansehir ilgesinde 2016 yilinda yapilan arazi ¢aligmalar1 sirasinda gévde, dal kanseri ve
kuruma belirtileri gosteren kavak (Populus nigra) agaclarindan alinan 6rneklerden yapilan laboratuar ¢aligmalart
sonucunda piknidyum igeren kabuklarmm altindan ve odun dokularindan sirasiyla Cytospora chrysosperma ve
Chondrostereum purpureum izole edilmistir. ilkbaharda, kavak agaclarinin siirgiinlerine, tamamen gelismis olan
dordiincti yapraklarmin koparilmasi sonucu ortaya ¢ikan yaralar iizerine, C. chrysosperma ve C. purpureum
izolatlar tarafindan kolonize edilmis agar disklerinin yerlestirilmesiyle inokulasyon yapilmistir. Inokiilasyondan iic
ay sonra C. chrysosperma ve C. purpureum ile inokulasyon bélgesinde sirasiyla 6,4 ve 3,3 ¢m uzunlugunda
kanserler olusmus ve siirglinler biiziigmiistiir. Benzer bir sekilde, serada gergeklestirilen patojenite testlerinde, kabuk
dokusunda olusturulan yaralarin bu izolatlar ile inokiilasyonundan yaklasik 14 giin sonra kanser olusumu
gerceklesmistir. Hastalanan bitkilerin dokularindan yapilan izolasyonlarda C. chrysosperma ve C. purpureum’un
tekrar izole edilmesi ile hastalik etmenlerinin bu funguslar oldugu dogrulanmistir. Steril ortam diskleri ile inokule
edilen kontrol siirgiinlerdeki yaralarda kanser olugsmamistir. Her fungal tiiriin temsili izolatindan tiim DNA’nin
izolasyonu yapilmustir. izole edilen toplam DNA’lar, tDNA'mn internal transcribed spacer (ITS) ve large subunit
(LSU) gen bolgeleri icin sirastyla ITS6/ITS4 ve NLI/NL4 primer ciftleri kullanilarak amplifiye edilmis ve
dizilenmigtir. BLAST analizleri sonucunda, daha énce Gen Bankasi’nda kaydedilen birgok C. chrysosperma ve C.
purpureum ITS ve LSU niikleotid dizisi ile %99 benzerlik gostermistir. Bu diziler Gen Bankasina kaydedilmistir. C.
chrysosperma ve C. purpureum’nin ITS-rDNA i¢in NCBI’dan verilen erigim numaralari sirasiyla MF536529 ve
MF536531; LSU-rDNA igin veriler erisim numaralar1 ise sirastyla MF536530 ve MF536532°dir. Bu fungus
etmenlerinin Tiirkiye'deki varlig1 daha 6nce bildirilmekle birlikte bu ¢alisma, C. chrysosperma ve C. purpureum'un
ITS ve LSU-rDNA niikleotid dizilerine dayanarak molekiiler karakterizasyonlarinin ilk raporudur.

Anahtar Kelimeler: Kavak, kanser, Cytospora chrysosperma ve Chondrostereum purpureum, PCR

* Bu ¢alisma, II. International Igdir Symposium’unda sozlii bildiri olarak sunulmus, ancak sadece kisa abstract
olarak basilmuistir.
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ITS and LSU-rDNA Nucleotide Sequences Based Confirmation of Cytospora chrysosperma and
Chondrostereum purpureum from Symptomatic Cankered Tissues of Populus nigra Trees in Turkey

ABSTRACT

The fungi Cytospora chrysosperma and Chondrostereum purpureum were isolated from inner bark with
pycnidia and underlying wood tissues of infected poplar plants (Populus nigra) with symptoms of stem and branch
canker and drying in Dogansehir, Malatya, in 2016, respectively. Twigs of poplar trees were inoculated during their
first season of growth by removing the fourth fully expanded leaves and placing agar plugs colonized by
representative isolates of C. chrysosperma and C. purpureum over the resulting wounds. Three months after
inoculation, cankers in 6.4 and 3.3 cm length formed by C. chrysosperma and C. purpureum, respectively, and twigs
were girdled. Pathogenicity tests in a greenhouse experiment by wounds made into the bark tissue and inoculation
with these isolates in a similar manner also resulted in canker formation in and around inoculated wounds 14 days
after inoculation. Subsequent re-isolations of C. chrysosperma and C. purpureum confirmed that these fungi were
the causal agents of the disease, and no cankers formed in wounds that received only sterile plugs. DNA was
extracted from representative isolates of each fungal species. Extracted total DNAs were amplified from rDNA
internal transcribed spacer (ITS) and the large subunit (LSU) gene regions using 1TS6/1TS4 and NL1/NL4 primer
pairs, respectively. The amplicons were sequenced directly. BLAST analysis of the provided sequences revealed
99% similarity with isolates of the ITS and LSU sequences of C. chrysosperma and C. purpureum deposited in
GenBank. The sequences were submitted to NCBI GenBank. The accession numbers of C. chrysosperma and C.
purpureum were MF536529 and MF536531 for ITS-rDNA; MF536530 and MF536532 for LSU-rDNA,
respectively. Existence of these fungi in Turkey was previously reported. However, this is the first report of
molecular characterization of C. chrysosperma and C. purpureum based on ITS and LSU-rDNA nucleotide
sequences in Turkey.

Keywords: Poplar, canker, Cytospora chrysosperma ve Chondrostereum purpureum, PCR

GIRIS

Asya ve Avrupa arasinda yer alan Tiirkiye, orman agaclari gesitliligi acisindan ¢ok onemli bir alandir.
Ulkemizde en yaygin orman agaci tiirleri mese (%26,34), kizilgam (%25,11) ve karacamdir (%19,0). Kavak ise,
sogiitgiller (Salicaceae) familyasindan Populus cinsini olusturan hemen biitiin taksonlar1 aga¢ halinde bulunan, ¢ok
hizli biiylime niteliklerine sahip ve ekonomik agidan biiyiik 6nem tasiyan bir agac tiiriidiir. Kavak bitkisi, tohumlari
cimlenme Ozelliklerini ¢abuk yitirdigi i¢in vejetatif olarak gelik yoluyla ¢ogaltilan bir bitkidir (Tungtaner, 2008).
Orman ve Su Isleri Bakanligi, Orman Genel Miidiirliigii, 2015 yil1 verilerine gére toplam 16.288 ha alanda (bunun
6.445 ha’1 normal kapali alan yani ormanlik alan, 9.843 ha’1 bosluklu kapali alan olmak iizere) kavak yetistiriciligi
yapilmaktadir. Bu alan tiim ormanlik alanlarin %0,07’sini olusturmaktadir. Kavak dikimi ve tretimi Tiirkiye'de
hemen hemen her bolgede yapilmaktadir ve halkimizin ¢ok uzun yillardan beri uyguladigi yaygin bir odun ve
kereste iretme igletmeciligidir. Tirkiye’de P. alba (akkavak), P. euphratica (firat kavagr), P. nigra (karakavak), P.
tremula (titrek kavak), P. afghanica (servi kavagi), P. canescens (boz kavak) olmak iizere alt1 tiir (Anonim, 2017)
dogal olarak yayilig gdsterir. Buna karsin her bolgenin dogal kosullarina bagl kavak ¢esitliligi vardir. Karasal iklim
sartlarina sahip Orta, Dogu ve Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde geleneksel olarak yerli piramidal karakavak
kiiltivarlar: yetistirilmektedir. Kavak ve Hizli Gelisen Orman Agaglar1 Arastirma Enstitiisii (KAE) tarafindan
stirdiiriilen genetik seleksiyon ¢aligmalar1 sonucunda “Gazi (TR-56/52)”, “Anadolu (TR-56/75)”, “Behigbey (TR—
62/154)”, “Geyve (TR-67/1)” ve “Kocabey (TR—77/10)” isimleri verilen bes ayr1 yerli karakavak klonu Tiirkiye
Ulusal Kavak Komisyonu tarafindan tescil edilmistir (Tunctaner, 2008; Birler, 2009). Bu yerli karakavak klonlar1 ile
dikim materyali olarak fidan veya sirik geligi yetistirilmekte ve agaglandirmalar tesis edilmektedir.

Cytospora chrysosperma (Pers.:Fr.) Fr. 1818 (Ascomycetes, Diaporthales) [=Valsa sordida Nitschke] ve
Chondrostereum purpureum (Pers.:Fr.) Pouzar 1959 (Basidiomycetes, Polyporales) kavak agaglart ve diger pekcok
familya ve cinsteki agacta govde ve dallarda kanser ve odun dokularinda ¢iirtikliik yapabilen iki 6nemli fungustur.
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Tirkiye’de, kavake¢ihigin gelisimini olumsuz yonde etkileyen Cytospora kanseri (C. chrysosperma “Pers” Fr.)
ile ilgili bazi ¢aligmalar (Anonymous, 1994; Giiler ve Can, 1994) ya patojenin gozlemlere dayali teshisi ya da
literatiire dayal1 bilgiler seklinde verilmistir. Aktas ve Simsek (2006) Cankirt Kenbag Orman Fidanlig1 basta olmak
tizere Orta Anadolu kavak alanlarinda C. chrysosperma’nin biyolojisini, virulansini, degisik kavak klonlarinin
etmene karst duyarlilik durumlarini, baz1 zararli boceklerin populasyon seyri ile kavak kanseri arasindaki iliskileri
incelemek amaciyla yiiriittiikleri ¢aligmada, C. chrysosperma’nin piknitlerden spor salimim tarihleri ile Paranthrene
tabaniformis’in ugus periyotlarimin tamamen ortiistiigiini belirlemigdir. C. chrysosperma’nin zarar oran1 Ankara,
Kirikkale ve Cankiri’da yetistirilen kavak agaclarinda sirasiyla %13,93, 9,37 ve 15,91 olmustur (Aktas ve Simsek,
2010). Bununla birlikte, diinya genelinde kavak yetisen alanlarda degisik Cytospora tiirlerinin kanser ve ¢okmeye
neden oldugu rapor edilmistir. ABD’nin Colorado eyaletinde P. tremuloides tizerinde yaygin olarak bulunan C.
chrysosperma, C. nivea, C. translucens ve diger baz1 tiirlerden farkli olarak yeni bir tiir olan C. notastroma sp. nov
rapor edilmistir (Kepley ve ark., 2015). Cin’de kavak kanserinin yaygin olarak C. chrysosperma, Phomopsis
macrospora ve Fusicoccum aesculi tarafindan neden olundugu bildirilmistir (Ren ve ark., 2011). Cin’de kavak ve
sogiit bitkilerinde govde kanserleri ve geriye Olim belirtileri gosteren bitkilerden C. chrysosperma (Valsa
sordida’nin eseysiz donemi), C. translucens (Leucostoma translucens’nin eseysiz donemi), C. fugax (Valsa
salicina’nin eseysiz dénemi), C. atrocirrhata ve C. kantschaveli tiirleri tanimlanmistir (Wang ve ark., 2015).

Tiirkiye’de C. purpureum’un kesilmis kavak kiitiiklerinde bulunusu Kayseri ili Sariz ilgesi (Atila ve Kaya,
2013) ve Karaman ili Bucakkisla ilgesi (Bostandzii Kdyii)'nden (Dogan ve Oztiirk, 2006) rapor edilmistir. Ayrica bu
etmenin Malatya’da yetistirilen kayisi agaglarinin yapraklarinda giimiis yaprak hastaligina neden oldugu
bildirilmistir (Ozgénen ve ark., 2006). Dogu Anadolu Bélgesi’nde sert ¢ekirdekli Prunus spp. agaglarinda 2003 ve
2004 yillarinda yapilan sorveylerde belirti gosteren agaglarda Cytospora spp. ve C. purpureum etmenleri tanimlanan
patojenler arasinda yer almustir (Sipahioglu ve ark., 2006).

Chondrostereum purpureum odun dokusu i¢inde ya da iizerinde yasayan, Basidioymcota subesine ait bir
fungus olup iliman boélgelerde dagilmistir. Genis yaprakli agac tiirlerine karsi genis spektrumlu bir fakiiltatif
saprofittir; budama, kesme, riizgar zarar1 ve don catlaklari gibi etkenlerin yarattig1 taze yaralanmis dokularda birincil
istilacidir (Rayner ve Boddy, 1986). Bu fungus, tiim diinyadaki odunsu bitki ortiisii i¢in biyolojik bir kontrol
maddesi olarak kullanilir. C. purpureum miselyumu, biyolojik kontrol maddesi olarak kullanilmak {izere ABD ve
Kanada'da "Chontrol Paste" adi altinda kayitlidir ve pek ¢ok sert agag tiiriiniin kiitiikklerinin yok edilmesi ve yeniden
filizlenmesini engellemek igin test edilmistir. Kiitiikklerin C. purpureum ile muamele edilmesi, kirmizi kizilagag
(Alnus rubra) basta olmak iizere birgok tiirdeki agag kiitiigiiniin yeniden filizlenmesini engellemistir. C. purpureum,
elma, armut, erik, kiraz ve diger meyve agaglarinda giimiis yaprak hastaliginin etken maddesi olarak da bilinir
(Brooks ve Moore, 1926). Fungusun miselyumlart ksilem damarlarimi tikarken yapraklara su vb. aktarimim
engellediginde hastaligin belirtileri ortaya c¢ikar (Setliff ve Wade, 1973; Bishop, 1979). Enfeksiyon sonucunda
yaprak epidermisi palisadik parenkimden ayrilir ve bu tabakalar arasindaki hava boslugu yapraklara "glimiisiimsii"
bir goriinim kazandirir. C. purpureum tarafindan salinan pektinaz enzimleri de giimiis yaprak belirtilerine katkida
bulunabilir. C. purpureum ayrica sterpuran seskiterpenler iretir. Sterpurik asit, sterepolid ve dihidrosterepolid gibi
birgok sterpuranin yaprak sararmasi gibi toksisite belirtilerine neden oldugu bildirilmistir.

Malatya ilinde kavak yaygin olarak bulunmaktadir. Bu bolgede kavak yetistiricilerinden gelen yaygin
hastalik sikayetleri iizerine bu caligma, arastirmamiz kapsamina alinmistir. Mevcut ¢aligma ile Malatya ilinde
yetistirilen, kanser ve odun ¢iirtikliigii belirtileri gosteren kavak agaglarindan izole edilen patojenlerin molekiiler
yontemlerle tiir diizeyinde tanilanmasi hedeflenmistir. Bu arastirmada, fungal taksonomide yaygin olarak kullanilan,
niiklear ribozomal RNA (rRNA) gen kompleksi olan Internal Transcribed Spacer (ITS) ve Large Subunit (LSU) gen
bolgeleri kullanilmistir. ITS bdlgeleri dkaryot canlilarda rRNA’larin kiiglik ve biiyiik alt {initelerini ayirir, hizli bir
evrim gosterir ve funguslarin cins ve bazen tiir seviyesinde tanimlanmasina olanak verir. ITS bolgeleri olan kismi
18S rRNA, ITS1, 5,8S, ITS2 ve kismi 26S rRNA bolgelerinin iceren niikleotid dizileri fungus teshisi ve
taksonomisinde barkod olarak se¢ilmistir (Schoch ve ark., 2012). ITS bolgelerinin tek basina giivenilir bir barkod
olmasi konusunda ¢ok az tartigma vardir. Ancak, ITS bolgeleri ¢cok degiskendir ve kullanici tarafindan iiretilen
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celiskileri en aza indirgemek i¢in, ITS dizi verileri analizlerinde biiylik 6zen gosterilmelidir (Nilsson ve ark., 2012).
Bu nedenle, ITS bolgeleri verilerinin yanisira bagka bir gen bolgesinin de tanilama ve taksonomik c¢aligmalara dahil
edilmesi kabul gérmektedir. Dolayisi ile ITS bolgelerinin dizi verileri ile birlikte LSU bdlgesinin de verileri de elde
edilerek tanilama yapilmustir.

MATERYAL ve YONTEM
Calisma alam1 ve 6rnekleme

Malatya ilinde Orman Isletme Miidiirliigii calisanlar1 tarafindan gosterilen, kavaklarda yaygin olarak
kurumalarin hakim oldugu alanlardaki kavak agaclart bitki drneklerini olusturmustur. Bu alandan orneklemeler
govde ve dallarinda kanser veya odun ¢iiriikligii belirtileri gosteren kavak agaclarindan yapilmistir. Sorvey ve
izolasyon c¢aligmalar1 2016 yilinda; patojenite testleri ve molekiiler analizler 2017 yilinda yiiriitilmiistiir.

izolasyon

Kavak agaclarinin piknidyum iceren kabuklarinin altindan ve bitkilerinin odun dokularindan izolasyonlar
yapilmstir. Nekrotik doku pargalar1 alinarak 3-5 mm boyda parcalara ayrilmig ylizeysel sterilizasyondan sonra
patates dekstroz agar (PDA) ve havug¢ rende agar (HRA) ortamina ekilmislerdir. Fungal kolonilerin gelisen hif
uglarindan kiiclik parcalar alinarak PDA ortamina aktarilmis ve saflagtirilmiglardir. Kiiltiirler 20°C’de, karanlikta
inkiibe edilmis ve 2-8 giin aralikla, 30 giin siireyle kiiltiirel ve morfolojik 6zelliklerine gore incelenmislerdir. C.
chrysosperma’nin morfolojik teshisi stromatik dokular, locular boyutlar, sekil ve diizenlenmeleri, konidi olusumu ve
konidioma’nin spor 6zelliklerine ve koloni morfolojisine gore yapilmistir (Adams ve ark., 2005). C. purpureum
izolatlarinin tanilart ise clump-connection yani hiflerde kanca olusumu varlig1 veya yoklugu ve koloni morfolojisine
gore yapilmstir (Schreiner, 1931; Boddy ve Rayner, 1982).

Patojenite testleri

Patojenite testlerinde, arazi sartlarindaki inokulasyonlari, 6 yasindaki karakavak (Populus nigra) agaglarinin
govdelerindeki yeni siirglinlerin (her izolat igin 10 adet siirgiin) tamamen gelismis olan dordiincii yapraklarinin
koparilmasi sonucu ortaya ¢ikan yaralar tizerine C. chrysosperma ve C. purpureum’un birer adet temsilci izolati
tarafindan kolonize edilmis agar disklerinin yerlestirilmesiyle yapilmustir. inokiilasyondan ii¢ ay sonra agaclar
kontrol edilmis ve olusan lezyon boylar1 Olgiilmiistiir. Benzer bir sekilde, serada gerceklestirilen patojenite
testlerinde, bir yagindaki Gazi (TR-56/52) karakavak klonu (Populus nigra) fidanlari (her izolat i¢in 5 adet fidan)
govde inokulasyon teknigi ile inokule edilmistir. Bu fidanlar, tiiplii olarak hastalik icermeyen orman fidanliklarindan
temin edilmistir. C. chrysosperma inokiilasyonlarinda fidan gévdelerindeki kabuk dokusunda ve C. purpureum igin
ise bir bistiiri ile ksileme ulasacak kadar derinlikte olusturulan 1 cm c¢apli yaralar iizerine 14 giinlik PDA
kiiltiirlerinin kenarlarimndan alinan ayni ¢apta kiiltiir diskleri yerlestirilmistir. Daha sonra kabuklar kiiltiirlerin iizerine
kapatilmugtir. Inokiilasyon yerleri nemlendirilmis steril pamukla sarilmus, iizeri stre¢ film ile kapatilmistir. inokule
edilen karakavak fidanlari, 24°C’de, %80 nispi nemde muhafaza edilmistir. Kontrol siirglin ve fidanlar iizerinde
olusturulan yaralara steril PDA diskleri konmustur. inokiilasyondan 2 hafta sonra fidanlar kontrol edilmis ve gozle
goriilebilen lezyonlar dlgiilmistiir. Lezyon kenarlarindan, inokiile edilen C. chrysosperma ve C. purpureum yeniden
izolasyonlar1 PDA ortaminda yapilmis ve gelisen koloniler incelenmistir.

Molekiiler analizler

Her fungal tiirlin temsili izolatindan tiim DNA izolasyonu yapilmistir. DNA izolasyonu amaciyla 100 mg
miselia sivi azot yardimi ile toz haline getirilmis ve DNA piirifikasyon kiti (Qiagen DNeasy Plant Mini Kit,
GeneMark Technology Co., Valencia, CA, Catalogue no. 69104) ile firmanin Onerileri dogrultusunda izole
edilmistir. Izole edilen DNA’lardan, rDNA'nin internal transcribed spacer yani tekrarlanan (ITS) ve large subunit
yani biiyiik alt birim (LSU) gen bdlgeleri igin sirastyla ITS6/ITS4 (Cooke ve ark., 2000) ve NL1/NL4 (O’Donnell,
1993) primer giftleri kullanilarak amplifiye edilmistir. ITS rDNA amplifikasyonu 94 °C de 3 dak; 35 dongii 94 °C
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de 30 s, 55 °C de 45 s, ve 72 °C de 1 dak; sonra 72 °C de 10 dak. seklinde uygulanmistir. LSU rDNA
amplifikasyonu 94 °C de 3 dak; 40 dongii 94 °C de 30 s, 60 °C de 45 s, ve 72 °C de 1 dak; sonra 72 °C de 10 dak
seklinde uygulanmstir.

Elde edilen amplikonlar DNA dizileme yapan firmaya gonderilerek (Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi.
Bitki Koruma Boliimil) dogrudan, her iki ugtan DNA dizleme yapilmistirElde edilen DNA dizilerinden her iki
yonden dizilenen niikleik asitlerin birlestirilmesi, primer dizilerinin temizlenmesi iglemlerinden sonra NCBI’in
BLAST araci ile analiz edilmistir.

BULGULAR
Arazi gozlemleri ve izolatlar

Malatya ili Dogansehir ilgesinde kavak (Populus nigra) agaglarinin gévde ve dallarinda kanser belirtileri
(Sekil 1a) gozlenmistir. Bu agaglarin dallarinin sarimsi kahverengine dondiigii, hafif olarak i¢e ¢okiip kambiyuma
yapistig1 ve olii kabuklarinin tizerinde ise stereo-mikroskopla yapilan incelemede ¢ok sayida koyu renkli, toplu igne
bast biiyiikliigiinde piknidyum (multilokullar yapida stroma) gelistigi (Sekil 1b) saptanmustir. Bu dallarin
kabuklarinin altindaki siyahlasmig lezyonlardan yapilan izolasyonlarda (Sekil 1¢) 14 adet Cytospora chrysosperma
izolat1 (Cc1-Ccl14) elde edilmistir. ilerleyen dénemlerde bu dallar iizerinde kivrimli iplikgikler halinde turuncu-
kahverengi cirrus da gdzlenmistir. izolasyon sonucu gelisen koloniler dnce beyaz bir hafta sonra ise aym sekilde
beyaz veya soluk sarimsi bir renkte olmustur. Dort hafta igerisinde PDA Kkiiltiirlerinde piknidyumlar rastgele bir
diizende gelismis (Sekil 1d), gelisen piknidyumlar ortalama 700 pm (n = 20) ¢apinda olmustur. Sporlar renksiz, bir
hiicreli, hafif kivrik ve 1x 6 um (n= 20) boyutlarinda olmustur (Sekil le). Diger izolatlara gore hizli gelisim
gosteren Cc5 izolati patojenisite testlerinde ve molekiiler analizlerde kullanmak i¢in seg¢ilmistir.

Aynt ilgede kavak bitkilerinde yukarida bahsedilen belirtilerden baska, odun dokusunda renk degisikligi,
cilirime ve bazen 6lim belirtileri gézlenmistir. Gelisme geriligi gosteren bitkilerin kahverengi kirmizimsiya donmiis
odun dokularindan (Sekil 2 a, b, ¢) krem renginde ve bol havai miselyumlu (Sekil 2d) 10 adet Chondrostereum.
purpureum izolati (Cpl-Cpl0) elde edilmistir. Bu izolatlarda clump-connection olugmamis ve homokaryotik
(Schreiner, 1931; Boddy ve Rayner, 1982; Eriksson ve Ryvander, 1976) olarak gruplandirilmistir (Sekil 2e).
Civardaki kavak bitkilerinin odun dokularinda daha sonra etmenin resupinate yani ters basidiokarplarmna da
rastlanmistir. Bu basidiokarplarda hymenium diiz ve kahverengimsi menekse renginde (Sekil 2f), iireme
organlariin ist tarafi ise diiz ve kremsi beyaz renkte olmustur (Sekil 2g). Basidiokarpin bir pargasinin PDA’ya
ekilmesiyle elde edilen izolatlarin hiflerinde clump-connection yani kanca olusumuna rastlanmig ve ana hiften 45
derecelik dallarin olustugu gozlenmistir. PDA’da crustose yani kabarik olmayan yapida gelisen bu izolatlar
heterokaryotik olarak gruplandirilmistir (Boddy ve Rayner, 1982). Kiiltiirde olugan bu heterokaryotik yapi bu
izolatlatin birden fazla basidiospor izolati oldugunu gostermistir. Odun dokusundaki lezyonlardan izole edilen
homokaryotik bir izolat (Cp3) oldukga hizli gelistigi igin patojenisite testlerinde ve molekiiler analizlerde
kullanilmak tizere sec¢ilmistir.

Patojenite testleri

Kavak agaclarinin siirgiinleri {izerinde agilan yaralar tizerine C. chrysosperma ve C. purpureum diskleri ile
yapilan inokulasyonlardan ii¢ ay sonra sirasiyla ortalama 6,4 ve 3,3 cm uzunlugunda kanser lekeleri ve ¢okiik alanlar
olusmus ve siirglinleri biiztistiirmiistiir. Benzer bir sekilde kabuk dokusunda olusturulan yaralar ve C. chrysosperma
ve C. purpureum izolatlarinin yara yerlerine inokiilasyonu ile bir serada gergeklestirilen patojenite testleri de
inokulasyondan yaklasik 14 giin sonra sirasiyla ortalama 13,2 ve 4,5 cm uzunlugunda kanser lezyonlar1 olusumu ile
sonuglanmustir. C. chrysosperma ve C. purpureum’un bu dokulardan yeniden izolasyonu, hastalik etmenlerinin bu
funguslar oldugunu dogrulamistir. Steril ortam diskleri ile inokule edilen yaralarda kanser olugsmamastir.
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Sekil 1. Cytospora chrysosperma tarafindan olusturulan eski kanser yaralari (a) ve bu dokularda kabuk altinda goriilen
multilokullar yapida stromalar (b) C. chrysosperma’nin izole edildigi i¢ kabuk dokular1 (c), PDA ortaminda 30 giin sonra
piknidyum igeren koloni gelisimi (d) ve konidileri (e)

Sekil 2. Degisik kavak govdelerinde Chondrostereum purpureum tarafindan olusturulan odun cirikligi (a, b, c¢) C.
purpureum’un havug rende agarda gelisen kolonileri (d) homokaryotik hifleri (e) arazi sérveylerinde kavak govdelerinde
rastlanan resupinate basidiokarplari (f) ve kesik odun dokular: {izerinde gelisen sporoforlarinin iist tarafi (g)
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Molekiiler analizler

Mikroskobik gozlemlerle teshisi yapilan iki fungus izolatinin (85 ve 86 nolu izolatlar) ITS ve LSU
bolgelerinin dizilenmesi sonucu 85 nolu izolatin ITS bolgelerinden 617 nt, LSU boélgesinden 570 nt; 86 nolu izolatin
ITS bolgelerinden 703 nt, LSU bolgesinden 289 nt niikleotid dizisi elde edilmistir. Bu dizilerin NCBI BLAST
analizi yapildiginda 85 nolu izolatin ITS bdlgelerine ait nitkleotid dizileri C. chrysosperma izolatlari ile %99 (erisim
no: FJ478099) benzerlik gostermistir. Ayni sekilde, izolatin LSU bélgesine ait niikleotid dizileri de C. chrysosperma
izolatlar1 ile %99 (erisim no: FJ755274) benzerlikte olmustur. BLAST analizlerinde, 86 nolu izolatin ITS ve LSU
bolgelerine ait niikleotid dizileri C. purpureum izolatlari ile %99 (erisim no: KR264909) benzerlik gdstermistir. Bu
niikleotid dizileri Gen Bankasima kaydedilmistir. C. chrysosperma ve C. purpureum’nin ITS-rDNA i¢in NCBI’dan
verilen erisim numaralari sirasiyla MF536529 ve MF536531; LSU-rDNA igin veriler erisim numaralari ise sirasiyla
MF536530 ve MF536532 olmustur.

TARTISMA

Aragtirma kapsaminda kavaklarda tespit edilen bu fungus tiirleri Tiirkiye'de kavak agaclarinda buludugu
daha 6nce rapor edilmistir (Aktas ve Simsek, 2006, 2010; Dogan ve Oztiirk, 2006; Atila ve Kaya, 2013). Bununla
birlikte bu ¢alisma, Dogu Anadolu Boélgesinde kavak agaglarinda C. chrysosperma ve C. purpureum‘un
bulunusunun ilk raporudur. Ayrica bu ¢alisma Tiirkiye’de C. chrysosperma ve C. purpureum'un ITS ve LSU-rDNA
niikleotid dizilerine dayanarak molekiiler karakterizasyonlarinin ilk raporudur.

Cytospora chrysosperma Cytospora’min tip tiriidiir ve konukgu bitkileri genellikle Salix, Populus,
Castanea, Morus ve Ulmus agaclaridir (Deng, 1963; Tai, 1979; Wei, 1979; Chen, 2002; Zhuang, 2005).
Colorado’da Populus tremuloides iizerinde yaygin olarak bulunan C. chrysosperma, C. nivea, C. translucens ve
diger bazi tiirlerden farkli olarak yeni bir tiir, Cytospora notastroma sp. nov., rapor edilmistir (Kepley ve ark., 2015).
Cin’de kavak kanserinin yaygim olarak Cytospora chrysosperma, Phomopsis macrospora ve Fusicoccum aesculi
tarafindan neden olundugu bildirilmistir (Ren ve ark., 2011). Ayrica, Cin’de kavak ve sogiit bitkilerinde govde
kanserleri ve geriye 6liim belirtileri gosteren bitkilerden C. chrysosperma (Valsa sordida’nin eseysiz dénemi), C.
translucens (Leucostoma translucens’nin eseysiz donemi), C. fugax (V. salicina’nin eseysiz donemi), C.
atrocirrhata ve C. kantschaveli tiirleri tanimlanmistir (Wang ve ark., 2015). Israil’de Populus alba L. kavak
tiirlerinin yetiskin agaglarinda 6liim belirtileri gosteren agaclarin dallarindan C. chrysosperma (Pers.:Fr.) Fr. izole
edilmistir (Madar ve ark., 2004). Biitin bu c¢alismalarda Cytospora’nin tiir diizeyinde morfolojik
karakterizasyonunun olduk¢a zor oldugu ve tiir teshisinin molekiiler caligmalarla desteklenmesi gerektigi
vurgulanmigtir. Mevcut c¢alismamizda da kavak agaclari iizerinde Cytospora kanserine neden olan tiiriin C.
chrysosperma oldugu molekiiler caligmalarla kesinlestirilmistir. Sipahioglu ve ark. (2006), Dogu Anadolu
Bolgesi’nde 2003 ve 2004 yillarinda Haziran-Kasim aylari arasinda sert ¢ekirdekli agaclarda yaptiklari sorveylerde
kayis1 agaglarinda pek ¢ok fungal tiir yaninda Cytospora spp. de izole ettiklerini rapor etmislerdir. Malatya ili kavak
agaclarinda C. chrysosperma’nin bulunusu Malatya’nin simgesi haline gelmis kayis1 agaglari igin patojenin ciddi bir
sorun haline doniisebilecegini gostermektedir.

C. purpureum genis yaprakli agaglar, meyve ve siis agaglar1 ve igne yaprakli agaglarin odun dokularindaki
taze yaralar1 saprofit olarak istila edebilir, ancak saglikli kozalakli agaglarda hastaliga neden oldugu bildirilmemistir
(Etheridge ve Morin, 1963). Betulaceae familyasindan hus agacinda (Betula L.), kavak (Populus L.) ve kizilaga¢da
(Alnus Mill) patojen oldugu bildirilmistir (Kauppila ve Niemeld, 1986; Setliff, 2002; Ryvander, 1971). Genis
konukgu dizisine ragmen sadece ksilemdeki taze yaralar istila edebilen bir zayiflik patojeni oldugundan etkisi
sinirhdir. Yalnizea ciddi derecede zayiflamis agaclar1 dldiirebilirler. Saglikli agaglar fungal infeksiyonu antifungal
metabolitlerle (fitoaleksinler) ve enfekte dokulari ayirarak engelleyebilirler. Fungus ancak saprofit olarak
yasayabildigi icin daha yiiksek bir virulense karsi daha az seleksiyon baskisi veya daha az konukguya 6zellesme
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vardir. Kisaca konukcu aga¢ Olse bile C. purpureum, daha rekabetci saprofitik tiirlerle degistirilene kadar o6l
dokularda iireme organlarini olugturmaya devam edebilir.

C. purpureum &lmiis odun dokularinda iiretilen basidiocarp veya sporoforlardan ¢ok sayida basidiospor
iretimiyle etrafa yayilir (Dye, 1974). Sporoforlar, dort adet basidiosporu olusturan haploid ¢ekirdeklerin
fizyonundan sonra ¢ok sayida terminal dikaryotik hiicrenin biiyiiyerek basidyumlari olusturmak iizere
geniglemesiyle olusur. Uygun kosullar altinda, C. purpureum genellikle infeksiyondan iki yil sonra lireme organlari
retir (Wall, 1997) ve sporlar birkag ay icerisinde serbest birakilir (Dye, 1974). Yagis ve nispi nem, sporofor
olusumunda ve basidiospor salmiminda temel faktorlerdir (Dye, 1974; Spiers, 1985, Spiers ve Hopcroft, 1988a).
Havadaki basidiosporlar, muhtemelen kuruma ve ultraviyole (UV) radyasyona hassasiyet nedeniyle kisa dmiirlidiir
(<5h) (Grosclaude, 1969). Bununla birlikte, sporlar nemli yarali bir yiizeye ulasirlarsa ¢imlenebilir ve hifleri bitki
dokularinda hiicreler i¢i ve hiicreler arasi gelisebilirler (Spiers ve Hopcroft, 1988b). Sporoforlar, sadece serbest suya
daldirildiktan sonra veya %75'den fazla nem igerigine sahip bir substrat iizerinde yetistirildiklerinde spor iiretirler.
Bu da yagmuru, spor yayilimini diizenleyen en dnemli ¢evresel faktor haline getirir. Sporiilasyonun optimum olarak
1slak kosullarda (>%90 nispi nem) ve 20°C'nin altinda olustugu rapor edilmistir. Sporlar 24 saat i¢inde 17,5-28°
C'de ve >%75 su igeriginde optimal sekilde ¢imlenmektedir; ancak 5°C'de de yiiksek c¢imlenme orant
kaydedilmistir. Spor iireten basidiokarplarin, 12 aylik dehidrasyona ragmen canliligini korudugu ve 6-8 saatlik
rehidrasyonla basidiospor iiretimine devam edebilecegi bildirilmistir (Spiers ve Hopcroft, 1985).

Malatya kosullarinda C. chrysosperma infeksiyonlarimin konuk¢u duyarliligim arttiran iklimsel kosullar
(sicaklik ve yagis), cesit duyarliligt ve patojenlerin viriilensligiyle tesvik edildigini diigiiniilmektedir. C. purpureum
sadece ksilemdeki taze yaralar istila edebilen bir zayiflik patojeni oldugundan ve yalmizca ciddi derecede tehlikeye
diismiis agaclar1 6ldiirebilen bir fungus oldugundan, agaglarin saglikli tutulmasi, kiiltiirel bakim islemlerinin bitkiye
zarar vermeyecek sekilde siirdiiriilmesi ve agaclarin odun dokusunda zarar verebilecek arthropod boceklere karst
korunmast 6nerilebilir. Aymi tedbirler C. chrysosperma igin de etkili olacaktir. Ayrica iilkemizde kavakta sorun olan
bu patojenlere karsi dayanikli ¢esitler gelistimek amaciyla kavak germplasm koleksiyonlari secilmeli ve bunlardan
dayanikli olanlar1 1slah ¢aligmalar1 i¢in ebeveyn olarak kullanilmalidir. Hibrid generasyonlarin da test edilmesi
sonucunda ¢ok sayida kaliteli ve dayanikli ¢esit ortaya ¢ikabilecegi diisliniilmektedir.
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