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OZET

Cytospora chrysosperma “Pers” Fr.’nin PDA (Patates dekstroz-Agar) besi ortaminda 24 +1°C’de ve %80 orantili
nemde en iyi gelistigi saptanmustir. Gelisme hizinin 14 mm/giin oldugu, bu kosullar altinda, inkubasyondan 3
giin sonra piknit olusturdugu ve 24 giin sonra da bu piknitlerden spor salgilandig1 goriilmiistiir. Enfekteli kavak
kabuklarinda multilokullar formda pikniti igeren stroma olusturdugu ve bu piknitlerden de ¢ok miktarlarda sar1 —
pembe ya da kiremit kirmizisi renginde belirgin spor salgiladigi belirlenmistir. Etmen, iklim kosullarina bagl
olarak ¢ok degisik virulansh izolatlar olusturmaktadir. Calisma bdlgesinde 25 nolu izolatin (Ankara — Kirikkale
Kizilirmak izolat) en virulant izolat oldugu bulunmustur. Etmenin kavakta patojen oldugu bir kez daha
belirlenmis ve konukgulari arasinda sdgiit de yer almistir.

Anahtar Sézciikler: in-vitro, Cytospora chrysosperma, Kavak, Patojenisite

DETERMINATION OF MORPHOLOGICAL FEATURES AND THE
BEST INOCCULATION METHOD OF CYTOSPORA CHRYSOSPERMA
“PERS” FR. AT IN-VITRO CONDITIONS

ABSTRACT

It was determined that Cytospora chrysosperma “Pers” Fr. developed best at PDA (Potato Dextrose Agar)
nourishment media and at 24+1°C and 80% relative humidity conditions. Development rate of the pathogen was
found to be 14 mm/day and under these conditions, pycnidia production occurred 3 days after incubation and
spores secreted from these pycnidia after 24 days after incubation. It was also determined that the disease agent
produces multioccular form pycnidia on infected poplar barks and yellowish-pink or dark red colored
deterministic spores were secreted from these pycnidia. The disease agent may produce various virulence
isolates depending on climatic conditions. It was determined that the isolate 25 (Ankara-Kirikkale isolate) was
the most virulent isolate in the study area. It was once more determined that the disease agent to be a pathogen of
poplars and willows were found to be hosts of the disease.
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1. GIRIS

Orman friinleri arz acig1 sadece yurdumuz igin séz konusu olamayip, tim diinya i¢in de bir sorundur. Bu
bakimdan hizli gelisen tiirlerle aga¢ plantasyonlart yapilarak odun {iretimini artirmak, odun arz agiginin
kapatilmasina yardimci olacak carelerden birisidir. Bilindigi gibi Kavak, hizli gelisen 6nemli bir agac cinsidir.
Igne yaprakli orman alanlari {izerindeki baskinin azaltilmasi bakimindan kavak yetistiriciligine ©nem
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verilmelidir (Kocger, 1999). Fakat kavak yetistiriciliginde de biyotik ve abiyotik faktorler, bir engel olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Yetistiricilerin de soyledigi gibi “agaclar birden bire kurudu” s6zleri daha ¢ok biyotik ve
abiyotik faktorlere dayanmaktadir. Biyotik faktorlerden fungal hastaliklar ve vektorleri, giiniimiizde dahi,
Ulkemizde hala ¢dziim bekleyen bir problemdir. Bu problem ¢oziildiigii taktirde kavak odun hammaddesinde
gerek kalitatif ve gerekse kantitatif olarak bir artis olacagi gibi yetistiriciye ve milli ekonomiye de biiyiik bir
katki saglayacaktir.

Cevre ve Orman Bakanligi’na bagl Cankiri Orman Fidanlik Miidiirliigi’niin Kenbag Orman Fidanlik alanindaki
kavak fidanlarinin 2001 yilindan itibaren kuruduklari ve bu yiizden de biiylik kayiplara neden olduklar
goriilmiistiir. Ayrica Orta Anadolu Bolgesi’nde yetistirilen kavaklarin da yer yer kuruduklart bilinmektedir. Bu
kuruma nedenlerinin arastirilmasi ve sorunun ¢dziimiiniin gerekliligi ortaya ¢ikmustir. Yapilan bir arastirmada
kurumaya, fungal bir patojen olan Cytospora chrysosperma (Pers.) Fr.'nin neden oldugu saptanmistir (Aktas ve
Simsek, 2005). Cytospora kanseri adi1 da verilen patojene karsi dnlem alinmadigi takdirde, yani bu hastalik
sorunu ¢ozlilmedigi siirece basta, zaten gecim kaynagi az olan tireticiler ile Cankir1 Orman Fidanlik Miidiirliigii
biiyiik zarar géreceklerdir. Hastaligin kavak fidan iiretim alanlarinda 6zellikle iiretim asamasinda ve 1-2 yash
fidanlara bulastigi, bulagikliligin delici boceklerle yayildigi, bulasik fidanlarin {ireticilere ulagsmasiyla hastaligin
bolge genelinde yayildigi, bulasik fidanlarin fidanlikta veya iireticinin diktigi alanlarda tamamen kurudugu goz
Oniline alindiginda caligmanin 6nemi ve iilke ekonomisine 6nemli parasal katkilarinin olacagi kendiliginden
anlagilmaktadir. Cytospora kanseri adi da verilen C.chrysosperma hastalik etmenine bir ¢dziim bulunursa
Cankir1 Orman Fidanlik Miidiirliigii'niin ve yore kavak treticilerinin, yeni ¢ikan ve hizli bir yayilma gdsteren bu
hastalikla ilgili sorunlar1 da ¢oziilmiis olacaktir.

Yapilan literatiir taramasinda konuyla ilgili sinirlt sayida ¢aligma oldugu goriilmiistiir. Colorado’da Populus
tremuloides Michx. mesceresinde % 90’dan fazla siirglin kurumalar1 saptamistir. Bu kurumalardan yapilan
izolasyonlardan C. chrysosperma ve Dothiora polyspora Shear & R.W. Davidson elde edilmis, patojenisite
testinde ise C. chrysosperma'nin asil patojen oldugu belirlenmistir (Jacobi ve Shepperd, 1991). Uluer ve ark.
(1998), Ulkemizde kavak fidani yetistiren fidanliklarmn hi¢ birinde C. chrysosperma'ya rastlanilmamasina karsin,
yetigkin kavak agaglandirmalarinda nemli zararlara sebep oldugunu, gbézlem yapilan 10 sahada 5 yil (1993—
1997) iginde 287 adet kavak agacinin bu patojenden dolayi kurudugunu, buna gore %5.63 oraninda zarar
olustugunu saptamiglardir. Keca (2000), Macaristan ve Yugoslavya’da yaptigi ¢alismada kavak kabuklart
lizerinde saptadigi bes fungustan birinin C. chrysosperma oldugunu kaydetmistir. Kepley and Jacobi (2000)
patojenisite ¢alismalarinda C. chrysosperma’nin sadece kavak tiirlerine 6zgii oldugunu belirtmistir. Aktas ve
Simsek (2005) C. chrysosperma nin kavak agaglarmin en énemli hastalig1 oldugunu, Cankir1 ydresinde etmene
sogiit agaclarinda da rastlandigini kaydetmistir. Ayni arastiricilar, enfekteli kavaklarin mutlaka kuruduklarini,
nekrotik alanlarin bulundugu yerlerde multilokullar formda piknit olugturdugunu ve bu piknitlerden nisan —
mayis aylarinda ¢ok miktarda sarimtirak — pembe ya da kiremit kirmizisi renginde spor salgiladiginin tespit
edildigini belirterek, kavak govdelerindeki semptomlarini tarif edip patojenin iliman iklim bdlgelerinde daima
imperfekt devrede yasadigini saptamislardir.

2. MATERYAL VE METOT

2.1. Patojenin En lyi Gelistigi Besi Ortaminin ve Kiiltiirel Ozelliklerinin Belirlenmesi

C. chrysosperma’nin en iyi gelistigi ve sporulasyon olusturdugu besi ortamini belirlemek i¢in 9 farkli besi ortami
kullanilmustir. Kullanilan besi ortamlarinin igerikleri asagida belirtilmistir.

Caligmada her bir besi ortami i¢in 90 mm ¢apindaki steril cam petriler kullanilmistir. Deneme, tesadiif parselleri
deneme desenine gore kurulmus ve 5 petri, 5 tekerriirlii olarak yiiriitilmistiir. Her petri bir parsel olarak kabul
edilmistir (Karman, 1971). Etmen 24+1°C de, 12 saat aydinlik periyotta, 30 giinliik inkiibasyonda tutulmustur.
Deneme laboratuvarda iklim dolabinda yiiriitiilmiistiir. Denemenin ilk 1. giiniinden sonra her giin fungusun
petrideki gelisme sinirlari cetvelle 6l¢iilmiis ve her petri igin ortalama alimmistir. Ayrica 30 giinliik inkiibasyon
sonunda her bir besi ortami i¢in her petrideki piknit olusumu ve fungusun spor salgilari makroskopik olarak
izlenmistir.
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1.PDA (Patates dekstroz-Agar)

2.MEA (Malt ekstrakt-Agar)

Merck standart Potato  Dextrose-Agar Merck standart Malzexrakt-Agar Art.Nr.5398
No: M.0130
3.KEA (Kavak Kabuk ekstrakti-Agar) 4.HA (Havuc ekstrakt-Agar)
Kavak Kabuk Ekstrakti 200 ml Havug ekstrakti 250 ml
Dekstroz 20g Agar (Standart) 15¢g
Agar (standart) 20g Destile su 750 ml
Destile su 800 ml
5.PHA (Patates Havug¢ Ekstrakt-Agar) 6. V-8 Agar
Patates ekstrakti 250 ml V-8 juise (vegetable juise) 200 ml
Havug ekstrakti 250 ml Agar (Merck) 20g
Agar I5g Destile su 800 ml
Destile su 500 ml
7.PA (Patates-Agar) 8. SNA: Synthetischer Nihrstoff-Agar
Patates ekstrakti 200 ml KH,PO,4 lg
Agar 20g KNO; lg
Destile su 800 ml MgS0,.7H,0 0,5g
KCl 05¢g
Glikoz 02¢g
Sakkaroz 02¢g
Agar 20g
Destile su 1000 ml
9.Su-Agar: Water Agar %2
Agar 20g
Destile su 1000 ml

Calisma yoresinde toplam 104 hastalikli kavak ornekleri toplanmistir. Bu 6rneklerden elde edilen tek spor
izolatlarinin in-vitro ¢alismalari ile Aktas vd. (2008) tarafindan yapilan ¢alismalar da esas alinarak en virulent
izolat segilmistir. Her bir izolat bir petriye agilanmis ve 24£1°C’de 21 giin inkiibe edilmistir. Bu kiiltiirlerden
birbirine benzeyen izolatlar ayn1 gruba sokulmustur. izolatlarm miselyal gelisme sekilleri, renkleri, piknit
yogunluklari ile piknit biiyiikliikleri dikkate alinarak gruplandirma yapilmistir. Daha sonra ise her grup iginden
tesadiifen bir izolat secilmistir. Bu 8 izolat ile deneme kurulmustur. Deneme tesadiif parselleri deneme desenine
gore 8 parsel, 5 tekerriirlii olarak kurulmustur. Her petri bir parsel olarak kabul edilmistir (Karman, 1971).
Burada her petri farkl bir izolat1 icermektedir. 21 giinliik her izolattan 1 cm ¢apindaki mantar delici ile alinan C.
chrysosperma kiltiirleri, PDA (Patates dekstroz-Agar) besi ortami bulunan petrilere asilanarak deneme
kurulmustur. Deneme 24+1°C de 12 saatlik aydinlik periyotta yiiriitiilmiistiir. Denemenin 1. giiniinden sonra her
petrideki kiiltlirin miselyal geligsmesi cetvelle Olciilmiistiir. Burada etmenin miselyal gelisme hizi, petrideki
piknit sayist ve piknit bitylikligi esas alinmigtir.

2.2. En Uygun inokulasyon Yénteminin ve Etmenin Patojenisitesinin Saptanmasi

Etmenin konukgusuna bulagsma durumlari ve hastalandirma yetisinin olup olmadigi bu ¢alisma ile
aydinlatilmistir. Kullanilan inokulasyon yontemleri ise:

1. 25 cm. lik Karakavak kalemlerinde mantar delicisi ile acilan yara yerlerine,

2. Kavak kalemlerinde bigak ile kabukta ¢izilen yara yerlerine,

3. Kavak kalemlerinin orta kisimlarindaki kabuk iizerinde, % 72’lik alkolle dezenfeksiyon edildikten sonra
steril toplu igne ile yaralanan yerlerine,

4. Yara agilmadan direkt kavak kalemleri iizerine inokulasyonlar yapilmistir.

Birinci inokulasyon yontemi disinda diger inokulasyon yéntemlerinde, C. chrysosperma’nin 5.10% spor/ml’lik
inokulumu kullanilmigtir. Ydntemlerdeki her bir kavak kalemlerine 2 ml inokulum, bir pipet yardimi ile alinarak,
inokiilasyonlar yapilmistir. Inokulum ise etmenin spor kiimelerinden elde edilmistir.
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Birinci inokulasyon yontemi igin ise, 28 giinliik besi ortaminda gelisen kiiltiirden 1 cm ¢apindaki mantar delici
ile kiiltiir alinmistir. Ayni ¢apli mantar delici ile 25 cm uzunlugunda 2 yasindaki kavak fidanlarindan alinan
kalemlerden acilan yerlere kiiltiirler ters olarak yerlestirilmistir. Daha sonra bu kiiltiirlerin {izeri, kavaktan acilan
yerden cikan kavak kabugu ile ortiilmiis ve tizerleri 2 cm genisligindeki yapigkan bir bantla kapatilmistir.

Deneme, tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 parsel, 1 kontrol ve 3 tekerriirlii olarak kurulmustur. Her
parselde 3 kavak kalemi yer almistir (Karman, 1971). Deneme 24 + 1°C sicaklikta ve %80 orantilt neme ayarli
iklim dolabinda, 12 saatlik aydimlik periyotta yiiriitiilmiistiir. Inkiibasyonda 21 giin tutulmustur. Inkiibasyon
sonunda inokiilasyon yerinin iistiinde ve altindaki kabuk bigakla siyrilmis ve enfeksiyon olup olmadigi kontrol
edilmistir. C. chrysosperma ile inokule edilen kavak kalemlerinin kabuk altindaki kahverengi nekrotik
simptomlarina bakilarak, uygulanan 4 inokulasyon yonteminde, hastaligin ¢ikip ¢ikmadigi, hastalik goriilmiis ise
en iyi hangi yontemin oldugu belirlenmistir. Ayni denemede etmenin patojenisitesi ve virulensi ortaya
konulmustur.

3. BULGULAR

3.1. Patojenin En lyi Gelistigi Besi Ortaminin ve Virulent izolatin Saptanmasi

Etmenin en iyi gelistigi ve sporulasyon olusturdugu besi ortaminin saptanmasi i¢in materyal ve metotta belirtilen
9 farkli besi ortami kullanilmistir.

Hastalik etmeni C. chrysosperma, bu besi ortamlarina 27.09.2003 tarihinde alinmistir. Denemeye, iklim
dolabinda 24 +1 °C’de bir ay devam edilmistir. Besi ortamlarindaki etmenin miselyal gelismesi, piknit olusturma
baslangici, petrideki piknit yogunlugu ve piknitlerden spor salmim baslangic1 dikkate alinarak en iyi gelisme
ortamlar1 belirlenmistir. Patojenin en iyi miselyal olarak gelistigi besi ortami Sekil 1’de, patojenin miselyal
gelismesi ve piknit olusum baslangic tarihleri ise Tablo 1°de ve goriilmektedir. C. chrysosperma, 27.09.2003
tarihinde PDA, MEA, KEA, V-8, PHA, HA, PA, SNA ve SA besi ortamlarina sézii edilen deneme kosullarinda,
inokulasyonlar1 yapilmis ve inkubasyona alinmistir. Kiiltlirler PDA’da 6 giin sonra (03.10.2003), digerlerinde 7
giin sonra (04.10.2003 tarihinde) 9.00 cm’lik petrileri, Tablo 1°de de goriildiigii gibi, miselyal olarak tamamen
kaplamistir. Etmen, PA besi ortamini 8, SNA besi ortamint 10 ve SA besi ortamini ise asilanmasindan 13 giin
sonra denemelerdeki petrileri tamamen miselyal olarak kaplamislardir.

Miselyal Geligme (cm)
o

—~-PDA
- - -MEA
—+—KEA
—%—V-8
—m—PHA
—e—HA
——PA
—+—SNA
—o—SA

29.09.2003 01.10.2003 03.10.2003 05.10.2003 07.10.2003 09.10.2003

Tarih

Sekil 1. Cytospora chrysosperma “Pers” Fr.’nin 24+£1°C’de iklim dolabinda degisik besi ortamlarindaki ortalama
miselyal gelismesi (cm)
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Tablo 1. Cytospora chrysosperma “Pers” Fr.’nin 24+1°C’de iklim dolabinda degisik besi ortamlarindaki
ortalama miselyal gelismesi (cm), piknit olusumu ve spor salmimi baslangiglart ile petrilerdeki
ortalama piknit yogunlugu (piknit adedi/petri)

Giin Tarih PDA | MEA [ KEA | v8 | PHA | HA | PA [ SNA [ sA

1 27.09.2003 Miselyal Geligme (cm)

2 29.09.2003 3,36 2,99 2,87 3,69 2,32 3,29 1,93 1,12 1,46

3 30.09.2003 5,01% 4,96* 5,23 535 2,71 3,89 2,30 2,24 2,24

4 01.10.2003 7,95 7,81 7,60 6,80 4,48 7,01 2,90 3,08 3,30

5 02.10.2003 8,75 8,73 8,61 8,21 6,09 8,10 3,84 4,23 4,10

6 03.10.2003 9,00 8,96 8,98% 8,86 8,10 8,93 4,23 5,64 5,52

7 04.10.2003 9,00 9,00 9,00 9,00* 9,00* 9,00 7,96 6,27 5,98

8 05.10.2003 - - - - - * 8,27 7,34 6,40

9 06.10.2003 - - - - - - 9,00 7,66 7,10

10 07.10.2003 - - - - - - * 8,10 7,96

11 08.10.2003 - - - - - - - 9,00% 8,45

12 09.10.2003 - - - - - - - - 8,93

13 10.10.2003 - - - - - - - - 9,00

14 11.10.2003

15 12.10.2003

16 13.10.2003

17 14.10.2003

18 15.10.2003

19 16.10.2003

20 17.10.2003

21 18.10.2003

22 19.10.2003

23 20.10.2003

24 21.10.2003 o

25 22.10.2003

26 23.10.2003

27 24.10.2003

28 25.10.2003 o

29 26.10.2003

30 27.10.2003

Ort. Piknit Sayisi/ Petri 19616 | 19401 | 14308 | 5600 | 2001 | 2311 | 2300 | 13,09 -
(adet/petri)

* Piknit olugumu saptanan tarih
** Spor salinimi baglangici
**% Spor salinimi

PDA ve MEA besi ortamlarinda ise 30.09.2003 tarihinde piknit olusturmuslardir. Diger besi ortamlarinsa ise
degisik inkubasyon tarihlerinden sonra ancak piknit olusumu goriilmiistiir. Etmenin denemeye alinan besi
ortamlarindan ancak PDA ve MEA besi ortamlarinda, asilanmasindan 3 giin sonra (30.09.2003) bol miktarda
toplu igne bas1 biiylikliglinde grimsi-siyah renkli sklerotik yapida sert piknit olusumu baslangici saptanmuistir.
KEA besi ortaminda 6, V-8 ve PHA besi ortaminda 7, HA besi ortaminda 8, PA besi ortaminda 10 ve SNA besi
ortaminda ise 11 giin sonra piknit olusum baslangic1 goriilmiistiir. SA besi ortaminda ise piknit olusumuna
deneme siiresince hig rastlanilmamastir.

Patojenin petrilerdeki gesitli besi ortamlarindan sadece PDA besi ortamindaki kiiltiirlerde olusan piknitlerde
denemenin baslangicindan 24 giin sonra (21.10.2003) 3 petrideki piknitlerde pembe-kirmizi renkte spor akimlari
baslamigtir. Etmenin petrilerdeki PDA besi ortaminda asilanmasindan 28 giin sonra (25.10.2003) ise tim PDA
besi ortamindaki petrilerde, piknitlerin biiylik ¢ogunlugunda spor akimi gériilmiistiir. Diger besi ortamlarinda ise
bu tarihte, etmenin spor olusturmasina ve spor akimina rastlanmamistir. SA besi ortami diginda diger besi
ortamlarinda ise olusan piknitlerin bos ve steril piknit olarak goériilmiistiir. 27.10.2003 Tarihinde, denemenin
kurulusundan 30 giin sonra her bir besi ortamindaki petrilerde piknit sayilart sayilmis ve ortalamalari alinmistir.
Buna gore: PDA besi ortaminda 199.16, MEA besi ortaminda 194.01, KEA besi ortaminda 143.08, V-8 besi
ortaminda 56.00, PHA besi ortaminda 29.01, HA besi ortaminda 23.11, PA besi ortaminda 23.00 ve SNA besi
ortaminda ise 13.09 adet piknit/petri saptanmistir (Tablo 1).
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Caligma yoresinde toplanan 104 C. chrysosperma igeren kavak orneklerinden elde edilen izolatlar ayni anda
PDA besi ortamina, her biri bir petriye asilanmistir. Egik agardan alman bu kiiltiirlerden ayn1 miktardan, dzeye
alinarak petrilere agilama yapilmistir. Kiiltiirler 1.10.2003 tarihinden, 24+1°C’de 12 saatlik aydmlik periyotta
22.10.2003 tarihine kadar 21 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin hepsi laboratuar tezgahimin
{izerine konulmus, miselyal gelismeler ve piknit biiyiikliikleri de dikkate almarak gruplandirilmistir. izolatlar 8
farkli grup altinda toplanmistir. Her grubu temsil eden birer izolat secilerek, 27.10.2003 tarihinde izolatlarin
kiiltiirel 6zelliklerini belirlemek ig¢in deneme kurulmustur. 10 giin (6.11.2003 tarihine) kadar inkiibe edilmistir. 8
izolatin ortalama miselyal gelismesi, piknit biiyiikligii ve petrideki piknit yogunlugu Tablo 2’de goriilmektedir.
Etmenin petrideki miselyal gelismesinde petrilerin arka goriintiilerinde herhangi bir renk farklilig
goriilmemistir.

Tablo 2. Virulensi farkli 8 adet Cyfospora chrysosperma “Pers.” Fr.’nin 24+1°C de iklim dolabinda PDA besi
ortaminda 10 gilinliik ortalama miselyal gelismesi (cm) ve piknit say1si

Sira Izolatlarm Ortalama Miselyal Gelismeleri (cm)
No. Tarih 1 2 3 4 5 6 7 8
) (17) (25) (64) (77) (106) (106) (127)
1 27.10.2003
2 2810.2003 2,90 2,80 3,03 2,99 3,00 3,01 2,60 3,00
3 29.10.2003 4,96 3,71 5,00 4,01 4,85 5,09 4,71 5,10
4 30.10.2003 6,60 6,10 6,94 6,11 591 6,90 5,90 6,80
5 31.10.2003 7,81 7,15 8,31 6,90 7,00 8,10 7,01 8,01
6 1.11.2003 8,61 7,90 9,00 7,95 8,10 9,00 8,40 9,00
7 2.11.2003 9,00 8,80 8,90 8,90 9,00
8 3.11.2003 9,00 9,00 9,00
9 4.11.2003
10 5.11.2003
6.11.2003 200,10 198.10
11 Ort.piknik say. | 193,45 196,10 (Cok iri 181,00 176,85 191,20 190,40 iri pii(nik
(Adet/Petri) piknik)

Tablo 2 incelendiginde, 3 nolu izolat (25 nolu izolat), inkubasyonun 2 nci giiniinden itibaren (28.10.2003) diger
izolatlara karsin farkli miselyal gelisme gosterdigi saptanmustir. Inkubasyonun 3 ncii giiniinden (29.10.2003) 6
nci1 giinline kadar (01.11.2003) 3, 6 ve 8 nolu izolatlarla, ¢ok az bir farkla birlikte digerlerine karsin daha iyi
gelismislerdir. 01.11.2003 tarihinde, yani inkubasyonun 6. giiniinde 3, 6 ve 8 nolu izolatlar 9 cm lik petrileri
tamamen miselyal olarak kaplamiglardir. Diger izolatlar ise 7. ve 8. giin ancak miselyal olarak petrileri tamamen
kaplamislardir. Inkubasyondan 11 giin sonra her izolatin petrideki piknit sayilari ve piknit irilikleri ise goriildiigii
gibi farkli olmustur. 3 (25) ve 8 (127) nolu izolatlar ise birbirine ¢ok benzemektedir. Ele alinan kriterler
yoniinden de aralarinda ¢ok az bir farklilik vardir. Tercihimiz ise 3 (25) nolu izolattan yana olmustur. Yani
denebilirki: Yapilan gozlemlerde etmenin gerek miselyal gelisme hizi ile gerekse piknit sayisi ve piknit iriligi
bakimindan 3 (25) nolu izolat, in—vivo ¢aligmalar1 da dikkate alinarak (Aktas vd., 2008) en virulent izolat olarak
secilmigtir. Bundan sonraki tiim calismalarda ise Ankara—Kalecik ilgesinin Kizilirmak nehri kenarindaki
karakavak plantasyonundan alinan ve o yorede bulunan kavak agaglarinin C. chrysosperma hastaligindan dolay1
9%100’{inlin kurumasina neden olan bu 25 nolu izolat kullanilmistir.

3.2. inokulasyon Yontemleri ve Etmenin Patojenisitesinin Saptanmasi

En iyi inokulasyon yontemini bulmak amaciyla 25 cm’lik Karakavak kalemleri alinmistir. Bu kalemlerin, mantar
delicisi ile acgilan yara yerlerine yapilan inokulasyonlar diger ii¢ inokulasyon yontemlerinden (kavak
kalemlerinde bigak ile kabukta ¢izilen yara yerlerine, steril toplu igne ile yaralanan yerlerine ve yara agilmadan
direkt kavak kalemleri lizerine yapilan inokulasyonlardan) farkli oldugu, 21 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda
goriilmiistiir (Sekil 2). Kavak kalemlerinde bigak ile kabukta agilan yara yerlerinde, steril toplu igne ile yaralanan
karakavak tizerindeki yara yerlerinde yer yer ¢ok az bazi nekrotik alanlara rastlanmis olmasina karsin, direkt
kalemler tizerine yapilan inokulasyon yonteminde ise hi¢ bir nekrotik alana rastlanmamustir. Mantar delicisi ile
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acilan yara yerlerine yapilan inokulasyon yonteminin, en iyi inokulasyon yontemi oldugu saptanmustir.
Caligmalarda bundan sonra bu yontem kullanilmistir.

Sekil 2. Cytospora chrysosperma “Pers” Fr. ile Sekil 3. Cytospora chrysosperma “Pers” Fr.’mn kavak
enfekteli ve kontrol olarak birakilan kavak kalemlerine asilanmasindan 21 giin sonraki
kalemlerindeki nekrotik alan nekrotik leke alant

Patojenisite ¢alismalarma 10.05.2004 tarihinde baglanmistir. Bu ¢alisma, 2 yasindaki Kara Kavak fidanlarindan
alman, 25 cm uzunlugundaki kavak kalemleri ile yiiriitiilmiistiir. Kavak kalemleri Cevre ve Orman Bakanligt
Kenbag Orman Fidanligi’ndan temin edilmistir. Deneme 26.05.2004 tarihinde degerlendirilmistir. Calismada 1
aylik kiiltiirler kullanilmistir. Enfekte edilen yerin alt, iist ve yanlarma dogru kahverengi nekrotik bir renk
vererek ilerleyen hastalik simptomlarinin goriilmesi; etmenin patojen oldugunun bir kanitidir (Sekil 2 ve 3).
So6zii edilen kavak kalemlerinde o6lgiilen nekrotik leke boyutlari ile istatistik degerlendirmesi Tablo 3’te
verilmigtir.

Tablo 3. Cytospora chrysopsperma “Pers” Fr. ile patojenisite ¢aligmalarinda kullanilan kavak kalemlerine
astlanmasindan 16 giin sonraki nekrotik lekelerin 6lgiitleri (cm)

Tekerriir En Boy En Boy En Boy En Kontrollgoy
4,6 9.4 53 9,2 5,1 8,9 1,0 11
1 4,0 8,9 5,9 8,5 5,0 7,9 L1 1,0
3,5 9,9 6,0 9,6 3,7 9,0 1,0 1,0
Ort. 4,03 9,40 5,73 9,10 4,60 8,60 1,03 1,03
2,3 2,7 3,5 6,0 3,7 6,8 1,0 11
5 4,7 5,8 4,0 5,9 4,2 6,0 L1 1,0
5,7 5,8 5,0 6,3 4,7 6,7 1,0 1,0
Ort. 4,23 4,76 4,16 6,06 4,20 6,50 1,03 1,03
44 6,9 43 9,0 4,0 8,4 1,0 11
3 4,6 8,1 4,5 8,9 4,7 8,1 L1 1,0
5,1 8,1 5,6 9,0 4,9 8,1 1,0 1,0
Ort. 4,70 7,70 4,80 8,96 4,53 8,20 1,03 1,03
Genel 4,32 7,29 491 7,07
Ort. (a) (a) (a) (a) 4,44 7,76
Fg,=46,8666 Fpoy=12,3858 (b) (b) 1,03 (a) 1,03(b)
P<0,001 P=0,002

Tablo 3 incelendiginde, C. chrysopspermanin kavak kalemlerine asilanmasindan 16 giin sonra kavak
kalemlerindeki nekrotik lekelerin en ve boy degerlerinin (a), kontrol parsellerindeki (b) kavak kalemlerinden
o6nemli oranda farkli olmasma karsin, uygulama gruplar1 arasinda Onemli bir farkliligin bulunmadig
anlasilmaktadir (Fg,=46,8666; P£,<0,001 ve Fgo,=12,3858; Pg,,=0,0002).
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4. TARTISMA VE KANI

C. chrysosperma’ nin miselyal olarak en iyi gelistigi besi ortamini saptamak amaciyla Tablo 1°de goriildigii gibi
degisik 9 besiortami kullanilmistir. Etmenin gerek miselyal gelisimi ve gerekse bu besi ortamlarinda piknit
olusturmasi ile piknitlerden spor salinimi dikkate alindiginda en uygun besiortaminin PDA oldugu saptanmistir
(Sekil 1 ve Tablo 1). Nitekim Kepley and Jacobi’de (2000) patojenin en iyi gelistigi besi ortaminin PDA
oldugunu ve calismalarint bu besi ortaminda yiiriittiiklerini vurgulamaktadir. Mader et al. (2004) etmenin en iyi
gelistigi besi ortamimin PDA oldugunu, 25°C’de giinliik gelisme hizinin 7,1 mm oldugunu belirtmektedirler.
Halbuki c¢alismada 24+1°C’de ve PDA besi ortamin da, etmenin giinlik gelisme hizi 1,41 cm olarak
saptanmistir. Bu farklilik, etmenin gelisme kosullarindan, 6zelliklede aydinlik periyottan ileri geldigi
distiniilmektedir.

Calisma yoresinden almman 104 izolattan segilen 8 izolatin igerisinden, gerek miselyal gelisme hizi, gerekse
petrideki piknit sayisi ve piknit biiylikligii ile Aktas vd.’nin (2008) in-vivo ¢aligmalarinin da degerlendirilmesi
sonucu; 25 nolu izolat, en virulent (agressif) izolat olarak segilmistir. Bu izolat Ankara-Kalecik ilgesi Kizilirmak
nehri kiyisindan alinan 25 nolu izolattir. Bu izolatin alindifi yerdeki kavak agaclart C. chrysosperma
hastaligindan dolay1 tamami kurumustur (Aktas vd., 2008). Miselyal olarak segilen bu izolatin piknitleri de diger
izolatlara nazaran daha iri yapilidir. Bilindigi gibi C. chrysosperma’nin stroma olusturan bir patojendir.
Stromadaki piknitleri multilokular bir sisteme sahiptir ve ikiden fazla lokusludur. Nitekim Kepley and Jacobi
(2000) ile Agrios (1997) C. chrysosperma’nin piknitlerinin multilokular oldugunu bildirmektedir. Bu bildirisler,
bulgularimizla tam olarak ortiismektedir. Etmenin sporlarinin ¢oklugu ise piknitlerdeki lokuslarin sayisina bagh
oldugu kanisindayiz. Piknitlerde ne kadar fazla lokus varsa, o kadar fazla spor iiretilmekte ve hastalandirma
yetisi (virulensi) de o dl¢lide fazla ve siddetli oluyor denilebilir. Bu durumda piknitlerdeki lokuslarin hepside
fertil ise ¢ok miktarda spor olustugu sonucuna varilabilir. Piknitlerden salgilanan sporlardan yapilan spor
sayimlarinda ise ortalama 3.2x10° spor/ml oldugu anlasilmustir. Piknitlerden salgilanan sporlar portakal
sarisindan kiremit kirmizis1 renge kadar degisen renklerde ve 2 - 5 cm uzunlugunda olup helezoni kivrimli spor
iplik¢ikleri, ya da spor kiimecikleri halinde piknitlerin agiz kismmdan disar1 salgilanir. Peace (1962) ve Butin
(1995) ise kavak kabuklar1 yiizeyinde bol miktarda siyah renkli fruktifikasyon organi olan piknit
(picnidium)’lerin olustugunu, bu piknitlerden ilkbaharda ¢ok miktarda 3 - 4 cm uzunlugunda helezoni ve
kivrimli, Onceleri sarimsi, daha sonra portakal sarisi renge donilisen karakteristik sporlarin salgilandigimni,
hastaligin ise bu sporlarla yayildigin1 belirtmektedirler. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen bulgular, s6zii edilen
arastiricilarin bulgulart ile ayni paraleldedir. Etmenin sporlart hiyalin, hafif kamburumsu yay seklinde tek hiicreli
olup, spor 6l¢giimleri 2,5 - 5,0 x 0,5 - 1,5 um (3,92 x 1,09 um) olarak bulunmustur. Mader et al. (2004) etmenin
spor boyutlarini 5,5 x 1,1 um. olarak belirtmektedirler. Anonymous (2002) ise etmenin spor boyutlarinin 3,0 —
5,0 x 1,0 - 1,5 pm oldugunu saptanmistir. Bu arastiricilarin bulgulart ile bulgularimizin ayni 6lgiitte oldugu
goriilmektedir. Long (1918) etmenin, inokiilasyondan birkag¢ hafta gectikten sonra kabukta piknit verdigini, bu
piknitlerde ¢ok miktarda spor olustugunu, sporun renksiz, bir hiicreli ve ¢ubuk seklinde oldugunu belirtmektedir.
Bu ¢aligma sonuglari da, bu aragtirma sonuglartyla paralellik i¢indedir.

Patojenisite ¢alismalarinda hastalik semptomlarinin, enfekte edilen yerin alt, iist ve yanlarina dogru kahverengi-
siyahimsi bir renk vererek ilerledigi saptanmustir (Sekil 2 ve 3). Keca’da (2000) kavaklarda yaptig1 patojenisite
calismalarinda hastalik semptomlarinin, enfekte edilen yerin alt, iist ve yanlarina dogru kahverengi — siyahims1
bir renkte ilerledigini, bu durumun ise etmenin hastalandirma yetisinde oldugunu gosterdigini vurgulamistir.
Nitekim Filler and Randall (1977) Populus deltoides Bartram ex Marsh’in degisik 25 klonu ile temmuz ayinda
yaptiklart inokulasyon denemelerinde %60’a kadar basari elde etmislerdir. Domanski (1973) P. tremulus
mesceresinde 1975 — 1981 yillar1 arasinda 20 yasindaki 80 agac {izerinde her yil yapilmis oldugu gozlemlere
gore agaclarin %41’inin C. chrysosperma ile bulasik oldugunu ortaya koymustur Ulkemizde de kavak
alanlarinda goriilen bozulma ve kurumalarin, bu hastaliktan kaynaklandig1 kanisindayiz. Bu durum ise etmenin
hastalandirma yetisinde oldugunu géstermektedir.

Laboratuar kosullarinda yapilan c¢aligmalarda 21 giinliik inkiibasyondan sonra nekrotik lekeler goriilmesine
karsin, bu lekeler lizerinde piknit olusumu saptanmamisti. Halbuki dogada enfekteli kavaklarin kabuk altindaki
cok yillik lekelerinde, etmenin fruktifikasyon organlari ¢cok agik olarak goriilmektedir. Enfekteli kavak kabuk
alt1 ise koyu kahverengi-siyah lekeli alan, beyaz olarak goriilen saglam dokudan belirgin olarak ayrilmustir.
Kontrol olarak birakilan kavak kalemlerinde hastalik semptomlarina hi¢ rastlanilmamistir. Sadece inokulasyon
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yerine kapatilan kavak kabuk pargasmin ve enfeksiyon yerinin etrafindaki kavak kabuk kenarlarmin kurudugu
goriilmiistiir. Lekeli alanlardan reizolasyon yapilmis ve C. chrysosperma‘nin kendisi izole edilmistir. Leke
boyutlar1 ortalama olarak 4,03 — 9,40 cm arasinda bulunmustur. Halbuki Mader et al. (2004) ise bir yagindaki
beyaz Kavaklarda yapmis oldugu patojenisite caligmalarinda inokulasyondan 28 giin sonra nekrotik lekelerin
biiytikligiinii ortalama 28,0 — 14,5 cm olarak bulmuslardir. Bu farkliligin; hem kavak cesidinin hem de
yetistirme kosullar1 ile inkiibasyon siiresinin degisik olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan
literatiir arastirmalarinda Keca (2000) ile Jacobi and Shepperd’m (1991) yaptiklar1 patojenisite ¢calismalarinda C.
chrysosperma’nin Populus tremuloides Michx.’in asil patojeni oldugunu vurgulamaktadir. Buna gore, elde
edilen aragtirma sonuglar1 literatiir bildirisleriyle uyumluluk gostermektedir. Long (1918) ise patojenin
enfeksiyonundan ancak birkac¢ hafta sonra piknitlerin olusmaya basladigini belirtmektedir. Bu ¢alismada ise
inokulasyondan 21 giin sonra bile inokulasyon yerinde higbir piknit yapisina rastlaniimamasi; iklimin, ya da
yontemin farkli olusundan kaynaklanabilir.
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