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Ozet

Ceratocystis platani, “¢inar kanser lekesi” hastaligina
neden olan yabanci istilact bir fungustur. Patojenin
senep oldugu hastalik, “cinar kanseri” ya da ¢imar
solgunlugu olarak da adlandirilmaktadir. Yerel
olmayan bu patojenik organizma uluslararasi ticaret
ve insan faaliyetleri gibi nedenlerle cografi engelleri
asarak yeni ortamlara ulagmakta ve ekosistem saglig
iizerinde ciddi tehdit olusturmaktadir. Bu etmen
Platanus tiirlerine ozellesmis agresif bir yara
patojenidir. Ksilemde buyuyerek iletim demetlerinin
tikanmasina, boylece kisa bir siirede agacin dliimiine
neden olmaktadir. Bu fungus ayni zamanda ciddi
karantina tedbirlerine tabidir. Avrupa ve Akdeniz
Bitki Koruma Orgitince (EPPO) karantina
organizmasi olarak kabul edilmigtir. Amerika
Birlesik Devletleri'nin dogusunda, Kaliforniya'da ve
giiney Avrupa'da hem kentsel hem de kirsal alanlarda
on binlerce agag bu iletim demeti hastalig1 nedeniyle
Olmistiir. Bugiine kadar Avrupa’da; Arnavutluk,
Ermenistan, Fransa, Yunanistan, italya, Isvigre ve
Turkiye-Istanbul’da rapor edilmistir. Bu calismada,
C. platani’nin varligi Tiirkiye’de Denizli ilinde
Platanus orientalis tiiriinde ilk kez kayit altina
alimmistir. Kent merkezinde rizgar nedeniyle
devrilen ¢mar agacindan aliman odun 6rneklerinde
Tagman prob bazli Real-time PCR kullanilarak
fungusun varhigi tammlanmistir. Havug inokulasyon
metodu ve akvaryum tuzak metotlar1 kullanilarak
fungusun izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. Elde
edilen izolatlar morfolojik olarak karakterize
edildikten sonra, ITS bdlgesi (internal transcribed
spacer) kullanilarak molekiiler karakterizasyon
calismalari gergeklestirilmistir. ITS dizisinin BLAST
analizi, daha once bildirilen C. platani dizilerine
%99-100 benzerlik gostererek izolat tanimlanmasini
dogrulamistir.

Anahtar kelimeler: Cinar kanseri, Ceratocystis
platani, Yabanci istilact patojen, Yeni lokalite,
Denizli.

Abstract

Ceratocystis platani is an invasive fungus that
causes the disease known as “canker stain of plane”.
The disease, caused by the pathogen, is also known
as “plane tree cancer” or plane tree wilting. This non-
native pathogenic organism is able to overcome
geographical barriers due to factors such as
international trade and human activities, posing a
serious threat to ecosystem health by reaching new
environments. This agent is an aggressive wound
pathogen specialized in Platanus species. Growing
in the xylem, it leads to the blockage of vascular
bundles, thereby causing the tree to die rapidly. This
fungus is also subject to serious quarantine measures
and has been recognized as a quarantine organism by
the European and Mediterranean Plant Protection
Organization (EPPO). In the eastern United States,
California, and southern Europe, tens of thousands
of trees have died due to this vascular wilt disease in
both urban and rural areas. To date, it has been
reported in Europe in Albania, Armenia, France,
Greece, Italy, Switzerland, and Tirkiye-Istanbul. In
this study, the presence of C. platani was recorded
for the first time in the Platanus orientalis in Denizli
province, Tirkiye. The presence of the fungus was
identified using Tagman probe-based Real-time
PCR on wood samples obtained from a fallen plane
tree in the city center due to wind. Subsequently,
isolations of the fungus were performed using the
carrot inoculation method and aquarium trap
methods. After the isolates were morphologically
characterized, molecular characterization studies
were carried out using the ITS region (internal
transcribed spacer). BLAST analysis of the ITS
sequence confirmed the identification of the isolates
by showing 99-100% similarity to previously
reported C. platani sequences.

Keywords: Canker stain of plane, Ceratocystis
platani, Invasive alien pathogen, New locality,
Denizli.
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1. Giris

Ceratocystis platani (Walter) Engelbrecht & Harrington (Sinonim: Ceratocystis
fimbriata f. platani C. May & J.G. Palmer), funguslar alemi, Ascomycota subesi,
Pezizomycotina alt subesi, Sordariomycetes sinifi: Hypocreomycetidae familyasi:
Microascales takimi: Ceratocystidaceae alt takimina ait bir tiirdiir. Literatiirde, Ceratocystis
fimbriata f. sp. platani Walter, Endoconidiophora fimbriata f. platani Walter olarak da
bulunmaktadir. Bu fungal etmenin neden oldugu hastalik “¢mar kanser lekesi” olarak
adlandirilmaktadir (CABI, 2022; EPPO, 2023). Hastalik, “¢inar kanseri”, “¢inar solgunlugu”
adlari ile de bilinmektedir. Platanus tiirlerinde meydana getirdigi 6liimler nedeniyle Avrupa
ve Akdeniz Bitki Koruma Orgiitiince (EPPO) karantina organizmasi olarak kabul edilmistir.
Avrupa Birligi kategorizasyonunda (Annex II B) A2 karantina patojeni olarak yer
almaktadir. TUrkiye’de de “Ithale Mani Teskil Eden Karantinaya Tabi Zararl1 Organizmalar”
(03.12.2011 tarihli, 28131 sayili; Bitki Karantinas1 Yonetmeligi) listesinde yer almaktadir.

Bu etmen agresif bir yara patojenidir. Konukc¢u agaclara yalnizca sekonder olarak
kalinlasmis dokulardaki yaralardan girmektedir. Bir yara enfekte oldugunda, i¢ kabugun
(sekonder floem), wvaskiiler kambiyumun ve diri odunun kolonizasyonu hizla
gerceklesmektedir. Ksilemde biiyliyerek iletim demetlerinin tikanmasina, boylece kisa bir
stirede agacin oliimiine neden olmaktadir (Accordi, 1989).

C. platani'nin bugiine kadar bilinen tiim konukgular1 Platanus cinsine ait tirlerdir. Bu
konukgular arasinda P. occidentalis, P. orientalis, P. racemosa, P. x hispanica yer
almaktadir. P. x hispanica (=P. x acerifolia) ve dogu ebeveyni P. orientalis, fungusun
zararindan en ciddi sekilde etkilenen tiirlerdir (Panconesi, 1981). Platanus x hispanica'nin
Kuzey Amerikali ebeveyni olan P. occidentalis, bu fungusun neden oldugu enfeksiyona
kars1 daha az duyarlidir (McCracken ve Burkhard, 1977).

Hastalik nedeniyle ortaya ¢ikan ilk belirtiler, enfekteli dallarin tasidigi yapraklarin
solmas1 ve sararmasi seklinde goriilmektedir. Dal ve gévde kabugundaki ¢atlaklardan 6zsu
sizintis1 meydana gelebilmektedir. Enfekteli alanlar tizerindeki 6lii kabuk zamanla soluk
kahverengiye donerek catlak bir gorliniim almaktadir. Lezyonlu kabuk kaldirildiginda,
kambiyum dokusunun isli koyu bir leke halini aldig1 bilinmektedir. Fungus, agacin yas1 ve
enfeksiyonun siddetine bagli olarak enfekte ettigi agaci birka¢ aydan 2-5 yila kadar varan
bir zaman sirecinde 6ldurebilmektedir (Walter, 1946; Panconesi, 1981; Tsopelas ve ark.,
2017).
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Antropojenik etkinin daha zayif oldugu genis dogal mescerelerde hastalik etmeni daha
az goriilmektedir. Kent agaglarinda hastalik etmeninin yayilisindan ¢ogunlukla budama ve
hastalikli agaglarin tizerinde ve gevresinde gergeklestirilen insan faaliyetleri sorumludur.
Hastalikli agaclardan ¢ikan talas olduk¢a bulasici olup, bu enfekteli talaglarin 6zellikle
diizenli budamanin yapildig1 alanlardaki ¢inarlarda muhtemelen ana bulas kaynagi oldugu
diistintilmektedir (Jeger ve ark., 2016; Tsopelas ve ark., 2017). Teraslama makineleri gibi
kullanilan araglar fungus tarafindan istila edilmis topragin tasinmasina sebep olmakta ve
saglikli alanlara bu mikroorganizmanin hizla taginimini kolaylagtirmaktadir.

Kok temasi yoluyla agactan agaca dogal yayilis gerceklesebilmektedir. Fakat kok
kaynagmas1 diger yayilis yollarina nazaran daha yavas gerceklesmektedir. Bu yolla uzun
mesafelerde fungusun tasinmasit ¢ok miimkiin degildir (Accordi, 1986). Nehir kiyisi
ekosistemlerinde agaglar arasinda bulasma su taginimi ile olmaktadir (Grosclaude ve ark.,
1991; Vigouroux ve Stojadinovic, 1990). Yunanistan’da ve Fransa’da bulunan bazi nehirler
boyunca binlerce ¢mar agacinin 6liimii bu tasginmanin en biiyiik drnegidir. Ayrica vektor
boceklerin de fungusu tasiyabildigine dair bulgular mevcuttur (Crone, 1962; Soulioti ve ark.,
2015). Uluslararas1 yayilisin en 6énemli sebebi ise enfekte konukgu bitkilerin ticaretidir
(Lehtijarvi ve ark., 2018).

Fungusun, Ikinci Diinya Savasi'nin sonunda ABD'den enfekte ahsap ambalaj
malzemeleriyle birka¢ Giiney Avrupa limanina gegis yapmis olabilecegi diisiintilmektedir.
Daha sonra italya'da hizla yayildig1 bilinmektedir (Panconesi, 1981). Fransa'da Italya’ya
nazaran daha yavas bir yayilis gostermistir (Vigouroux, 1979). Hastalik etmeninin varligi
Avrupa’da Arnavutluk (Tsopelas ve ark., 2015), Ermenistan (Simonyan ve Mamikonyan,
1982), Fransa (Anselmi ve ark., 1994; Ferrari ve Pichenot, 1974; 1976), Yunanistan
(Tsopelas ve Angelopoulos, 2004; Elena ve ark., 2008), Italya (Panconesi, 1981;1999;
2003), Isvigre (Gessler ve Mauri, 1987) ve Tiirkiye-Istanbul (Severoglu ve Ozyigit, 2011;
Lehtijarvi ve ark., 2018)’da rapor edilmistir.

Bu calismanin amaci Tiirkiye’de Denizli ili kent merkezinde firtina sonrasi devrilen
bir ¢inar agacinda (Platanus orientalis L.) ¢inar kanseri etmeni C. platani’nin varligim

morfolojik ve molekiiler olarak dogrulamak ve bu yeni lokaliteyi kayit altina almaktir.
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2. Materyal ve Metot
2.1. Materyal
2.1.1. Calisma Alam ve Ornekleme

Bu arastirmada, Kasim 2023 tarihinde Tiirkiye'nin glineybatisindaki Denizli ili kent
merkezinde riizgar sonrasi govdesinden koparak devrilen (Sekil 1) (37.7643403,
29.0822931) bir ¢inar agacindan alinan enfekteli odun Ornekleri kullanilmistir. Cinar
agacinin devrilmesi sonucu sahaya gidilerek semptomatik Ornekler toplanmis ve uygun
kosullar altinda laboratuvara taginmistir. Ayrica Real-Time PCR yontemi ile karsilagtirma

yapabilmek amaciyla saglikli bir ¢inar agacindan alinan ve saglikli gériinen odun dokulart

toplanarak laboratuvara getirilmistir.

Sekil 1. Denizli kent merkezinde enfekteli odun 6rneklerinin alindig1 ¢inar agaci.

2.2. Ceratocystis platani’nin izolasyonu
2.2.1. Havu¢ Metodu

Havug inokulasyon metodu

Araziden getirilen enfekteli odun 6rnekleri steril bir bistiiri yardimu ile kii¢lik parcalara
ayrilmistir. Temizlenmis havuglara steril mantar delici kullanilarak 5 mm’lik yaralar
acilmistir. Enfekteli odun pargalari bu yaralara yerlestirilmis ve parafilm ile sarilmistir.
Enfekteli odun parcalari ile inokule edilen havug 6rnekleri aliiminyum folyo ile tamamen

sarilarak 22°C’de 1 haftalik inkubasyona birakilmistir (Sekil 2) (Pilotti ve ark., 2009; 2012).
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Havug disk metodu

Ceratocystis platani'yi izole etmek igin kiigiik pargalara ayrilan enfekteli odun
ornekleri 5 mm kalinliginda kesilen havu¢ dilimlerinin arasina yerlestirilmistir. Havug

sandvigleri nemlendirilmis filtre kagidi bulunan petri kaplarina yerlestirilmistir ve 22°C’de

1 haftalik inkubasyona birakilmistir (Sekil 2; Moller ve De Vay, 1968).

Sekil 2. Ceratocystis platani’nin izolasyonu (a) havug inokulasyon metodu; (b) havug disk
metodu.

Her iki havu¢ metodunda da inkubasyon siresi sonucunda inokulasyon alani
cevresinde olusan C. platani’ye ozgii peritesyumlar diseksiyon mikroskobu altinda
incelenmis ve steril igne yardimi ile i¢inde 0,5 mg/ml streptomisin siilfat bulunan %2’lik
Patates Dekstroz Agar (PDA; Merck, Almanya) besi ortamina aktarilmistir. Petri kaplar1 20-
25°C ‘de 1 hafta sire ile inkube edilmistir

2.2.2. Akvaryum Tuzak Metodu

Arazi calismalarinda alinan odun 6rnekleri, akvaryum pompasi kullanilarak hazirlanan
bir diizenek ile tuzaklama yapilarak izolasyon islemine tabi tutulmustur (Grosclaude ve ark.,
1988). Bunun i¢in enfekteli kisimlardan alinan odun pargalari, i¢erisinde 100-150 ml distile
su bulunan 250 ml’lik erlenmayerlere yerlestirilmis ve her bir 6rnegin bulundugu erlene
kabuklar1 soyulmus saglikli ¢inar dallar1 koyulmustur. Erlenmayerler akvaryum pompasi ile
havalandirilarak 1 hafta oda sicakliginda inkiibe edilmistir (Pilotti ve ark., 2009) (Sekil 3).
Inkubasyon siiresi sonunda ¢inar dallar1 diseksiyon mikroskop altinda incelenerek, dallar
Uzerinde gorilen peritesyumlar steril igne yardimiyla alinip iginde PDA bulunan petri

kaplarina aktarilmistir (Grosclaude ve ark., 1988).



108

Sekil 3. Ceratocystis platani’nin izolasyonu; akvaryum tuzak metodu.

2.3. Ceratocystis platani’nin Karakterizasyonu

2.3.1. Ceratocystis platani’nin Morfolojik Karakterizasyonu

Izolasyonlar sonucu elde edilen izolatlarin koloni morfolojiler kaydedilmistir.
Kolonilerin giinliik ortalama gelisme hizi 3 tekerriirlii olarak kayit altina alinmistir.
Peritesyumlar 151k mikroskobu (Olympus) kullanilarak Olympus DP-Soft programi ile 40x'te
Olgiilmiistiir. Elde edilen izolatlar Pamukkale Universitesi (Denizli/Tiirkiye) Fungal

Biyoteknoloji Laboratuvari'nda saklanmaktadir.
2.3.2. Ceratocystis platani’nin Molekuler Karakterizasyonu
Real-time PCR kullanilarak Ceratocystis platani’nin hizli tanilanmasi

Hizl tanilama igin TagMan probe yontemi kullanilmigtir (Pilotti ve ark., 2012; Luchi
ve ark., 2013; Lumia ve ark., 2018). Oncelikle odun dokusundan direk DNA ekstraksiyonu
icin High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) kullanilarak iiretici firmanin
talimatlart uygulanmistir. C. platani’nin tespiti icin qPCR, Applied Biosystems™
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo, USA) kullanmilmistir. C. platani’nin
amplifikasyonu icin tasarlanmis C.P.Sn. For.l (5'-
CGTACCTATCTTGTAGTGAGATGAATGC-3'), C.P.Sn. Rev.I (5'-
GAGTTTACAGTGGCGAGACTATACTG-3") primer cifti ve C.P.TM.Pr.
(5'CGGTGCCCTTCAGAAGGGCCCTAC CACC-3') probu kullanilmistir (Pilotti ark.,
2012). TagMan Prob olarak Roche-LightCycler® 480 Probes Master kullanilmistir. TUm
orneklerin son hacmi 25 ul olarak belirlenmistir. Real-time PCR kosullari; 10 ml Prob
master mix; 1 ml forward primer, 1 ml reverse primer, 0.4 ml prob ve 2.6 ml grade water ve
10 ml template DNA seklindedir. Tim DNA 6rnekleri, SSI-Bio 0.1 mL PCR Plate, FAST®-
Type, Low-Profile 96 kuyulu plakalarda analiz edilmistir. Her 6rnek iki kopya halinde test
edilmistir. Negatif kontrol (NC) olarak her biri 5 ul steril su igeren iki kopya kullanilmistir.



109

PCR protokolii; 95°C (10 dk), [40 dongii; 95°C (10 sn), 55°C (1 dk)], 40°C (10 sn) seklinde
uygulanmaistir.

DNA sekans analizi ile Ceratocystis platani’nin tanilanmasi

Morfolojik tanimlamay1 dogrulamak i¢in, ribozomal DNA (ITS rDNA) bolgesinin
dahili kopyalanmis aralayict dizisi 2 temsili izolat kullanilarak analiz edilmistir. Genomik
DNA, High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) kullanilarak iireticinin talimatlar
dogrultusunda taze miselyumdan ekstre edilmistir. PCR amplifikasyonu, ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") ve ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")
(White vd., 1990) primer seti kullanilarak Xpert Fast Hotstart Mastermix (Grisp, Portekiz)
ile gerceklestirilmistir. Amplifikasyon, her bir 10 pmol/puL primerden 1 puL, 12,5 pL Xpert
Fast Hotstart Mastermix (2X), 7,5 uL PCR grade water ve 3 pL template DNA igeren 25 pul
reaksiyon karistmi olmak {izere hazirlanmistir. Amplifikasyon reaksiyonlari, PCR
thermocycler (Kyratec, SuperCycler Thermal Cycler, Australia) cihazinda 95 °C'de 3
dakikalik baslangi¢ dongiisii (enzim aktivasyonu, template DNA'nin denatiirasyonu),
ardindan 95 °C 155,58 °C 15 s ve 72 °C 15 s, son uzama 72 °C'de 3 dakika olarak 40 déngu
seklinde gerceklestirilmistir. PCR iirtinii BMLabosis (ANKARA) tarafindan dizilenmistir.
Elde edilen nikleotid dizileri, benzer dizileri bulmak igin bir GenBank (NCBI—Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) arastirmasinda incelenmistir. NCBI veritabanindan segilen en
benzer outgrup sekanslar BioEdit siiriim 7.2.6 sofware kullanilarak hizalanmustir.

Genetik akrabalik Neighbor-Joining (NJ) yontemi kullanilarak hesaplanmis ve dallarin
giivenilirligi 1000 bootstrap ¢ogaltmasi ile degerlendirilmistir (Sekil 4) (Tamura ve ark.,
2004). Filogenetik agag, dis grup dahil toplam 13 niikleotid dizisini igermektedir. Analizler
icin MEGA11 yazilimi kullanilmistir (Tamura ve ark., 2021).
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MF045488 1 Ceratocystis platani isolate TK-DBSE

MF045484 1 Ceratocystis platani isolate TK-YM15

B =

MFD45487 .1 Ceratocystis platani isolate TK-G166

= MF045486 1 Ceratocystis platani isolate TK-DB230

PP264523
MHBE4610.1 Ceratocystis platani culture CBS
| MHB864609.1 Ceratocystis platani culture CBS

NR 163286.1 Ceratocystis huliohia CMWW

MR 1195301 Ceratocystis caryae CBS
NR 119410.1 Ceratocystis ficicola MAFF

ABSTE865.1 Ceratocystis ficicola MAFF

KC493171.1 Ceratocystis populicola isolate CB5115161

Sekil 4. Ceratocystis platani’ ye ait ITS gen bolgesi icin Neighbor-Joining (NJ) yontemi ile
olusturulan molekiiler filogenetik agac.

3. Bulgular ve Tartisma

Bu calismada uygulanan izolasyon ve tanilama yontemleri Denizli kent merkezinde
kuvvetli rizgar nedeniyle govdesinden ayrilarak devrilen bir ¢inar agacinda C. platani
varligini kanitlamistir. Her ne kadar C. platani bu agacin devrilmesinde katkida bulunan
Oonemli bir faktor olsa da, drneklenen agacin devrilmesi ¢oklu biyotik (¢tirtikliik funguslari
vb.) ve abiyotik faktorler arasindaki etkilesimlerin bir araya gelmesinden kaynaklanabilir.
C. platani’nin iletim demetlerini tikayarak agaci zayif diistirdiigii ve hizla agacin 6liimiine
neden oldugu bilinmektedir (Accordi, 1989).

Devrilen ¢inar agacindan alinan enfekteli odun 6rnekleri ve saglikli bir ¢inar agacindan
alinan odun Ornekleri Real-time PCR ile analiz edilmistir. Spesifik primer ve prob (Pilotti
vd., 2012) kullanilarak elde edilen sonuglar (Sekil 4) enfekteli odun 6rneginde C. platani
varlhigin1 kanitlamistir. Saglikli ¢mar agacindan alinan odun O6rneginde C. platani’ye

rastlanmamustir.
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Sekil 5. ITS bolgesi TagMan probu ile Ceratocystis platani’nin tespiti: (i) enfekte ¢inar
dokularindan izole edilen C. platani miselyumu, (i1) pozitif kontrol (iii) negatif
kontrol (iv) C. platani ile enfekte ¢inar dokusu (v) saglikli ¢ginar dokusu.

Son yillarda, ¢inar kanseri nedeniyle ¢inar agaglarinda meydana gelen 6limler Real-
time PCR gibi hizli tan1 tekniklerinin kritik 6nemini bir kere daha géstermektedir (Panconesi
1999; Ocasio-Morales ve ark., 2007). Bu ¢alismada, C. platani'nin odunda hizli, duyarli,
gucld, tekrarlanabilir ve 6zgiin bir sekilde tespit yaptig1 bilinen Tagman tabanli Real-time
PCR testi uygulanmistir (Pilotti ve ark., 2012). Tagman testinde bir probun kullanilmasi
nedeniyle hedeflenen primerlere ek olarak iigiincii bir genomik bolgenin kullanilabilmesi bu
yonteme Ozgiinliilk kazandirmaktadir (Hayden ve ark., 2006). Ceratocystis spp.'nin ITS
bolgeleri lizerine yapilan arastirmalar, primerlerin ve probunun C. platani'yi Ceratocystis
tiirlerinden ayirt etme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Bunun yami sira C.
platani, Platanus spp.'yi enfekte eden tek Ceratocystis tlrldir ve bu testler Platanus
tiirlerine dogrudan uygulanmak iizere gelistirilmistir. (Pilotti ve ark., 2012).

Tagman metoduna gore, enfekteli odun dokusundan izole edilen C. platani miselyumu
fungal gDNA ic¢in Ct degerleri kontrol 1 ve 2 i¢in sirastyla 14.4 ve 11.53’tiir. C. platani ile
enfekteli ¢inar dokusundan elde edilen fungal gDNA icin Ct degerleri kontrol 1 ve 2 i¢in
sirastyla 27.59 ve 28.13°tir. C. platani ile enfekteli odun dokusunda fungusun
yogunlugunun saf miselyum kiiltiiriine gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Ote yandan,
testler saglikli Platanus odununun kolonizatoérii olan hedef dis1 fungal tiirlere
uygulandiginda varsayilan arka plan esiginin lizerinde higbir floresans sinyali liretmedikleri

goriilmiistiir.
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Bu calismada fungal izolasyonlarda havug inokulasyon metodu (Pilotti ve ark.,
2009), havug disk metodu (Moller ve De Vay, 1968) ve akvaryum tuzak metodu
(Grosclaude ve ark., 1988) uygulanmistir. Her ii¢ yontem de fungusun izolasyonunda
basarili sonu¢ vermistir ve elde edilen peritesyumlar PDA besi ortaminda gelisme
gdstermistir. izolasyonlar sonucunda, fungusun PDA besi ortaminda biiyiime hiz1 giinde
ortalama 0.4 cm olarak tespit edilmistir. Ayrica her li¢ yontem de fungusun patojenik oldugu
kanitlamistir (Grosclaude ve ark., 1988).

Fungal izolatlarin makroskobik ozellikleri kolonilerin rengi ve sekli kullanilarak
belirlenmistir (Sekil 5a). i1k birkag giin miselyumlar seffaf sekilde goriinmektedir. Zamanla
kolonilerin alt ylizeyleri grimsi yesilden kahverengimsi yesil bir renk almaktadir.
Kolonilerin iist yiizeyleri olusturdugu askospor iireten koyu kahve peritesyumlari1 nedeniyle
koyu benekler seklinde goriilmektedir. Bu benekler dokuya kismen goémiilii sekilde
bulunmaktadir. Peritesyumlar (Sekil 5b) uzun, koyu bronz ile siyah, diiz boyunlu, 400-1000
um uzunlugunda, farkli ostiolar hiflerle ¢evrilidir (EPPO, 2003).

Sekil 6. Ceratocystis platani’nin makroskobik 6zellikleri; a. Ceratocystis platani’nin 25 °C
karanlikta 10 giinliik koloni goriintiisii, b. Ceratocystis platani’nin peritesyumu.

Molekiiler tanilama igin secilen 2 temsili izolat dizilenmistir. ITS dizisinin BLAST
analizi, izolatlarin C. platani’nin daha ©nce bildirilen dizileriyle (NCBI—UIlusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) %99-100 benzerlikle tanimlandigint dogrulamistir. Elde edilen
izolatlara ait niikleotid sekanslar1 i¢cin Genbankasindan alinan erisim numaralar1 PP264523
ve PP264524°tlr. Bu sekanslar, referans olarak alinan C. platani dizileri ile ayn1 grupta yer
almaktadir.

Cinar agaglar1 kentsel alan agaglandirmalarinda siklikla kullanilan énemli bir tiirdiir.

Tiirkiye'de, Istanbul'da bulunan ¢mar agaglarinin geriye dogru éliimleri ve agaglarin 6liim
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oram 2011 yilinda ilk kez bildirilmistir (Severoglu ve Ozyigit, 2011) ve patojenin agag
uzerindeki belirtilerine istinaden Ceratocystis fimbriata ssp. platani oldugu rapor edilmistir.
Lehtijirvi ve arkadaslar1 2018 yilinda Istanbul'un Avrupa yakasindaki cesitli lokasyonlarda,
yaklasik 160 yi1l 6nce italya'dan ithal edilen P. x acerifolia (Londra ¢inar1) ve Platanus
orientalis (Dogu ¢inar1)'te C. platani'yi molekiiler olarak tanimlayarak rapor etmistir.
Hastaligin Tiirkiye’deki yayilisin en 6nemli sebebi enfekte konukgu bitkilerin ithalati olarak
bildirilmistir (Lehtijirvi ve ark., 2018). Tiirkiye’de bugiine kadar sadece Istanbul’da tespit
edilen bu patojenin, bu calisma ile ilk kez Denizli’de rapor edilmis olmasi, patojenin
yayilisinin endise verici diizeyde olabileceginin bir isareti olabilir. Bu kayit Tiirkiye’de
gelecekte ¢inarlarin ne denli biiylik bir tehdit altinda olabileceginin dnemli bir gostergesidir.

Gunumuzde C. platani icin etkili bir kimyasal veya biyolojik kontrol ydntemi
bulunmamaktadir (Jeger ve ark., 2016). Bu nedenle, patojenin kontrolu kilturel
uygulamalara ve sthhi yontemlere dayanmaktadir. Ozellikle dogu ¢inar1 ve londra ¢inari’nin
C. platani enfeksiyonlarina karsi oldukc¢a hassas oldugu bilinmektedir. Patojen tarafindan
enfekte edilen agaclarin mevcut durumda tedavi edilmesi miimkiin olmamakla birlikte, bu
agaclar yas ve duyarlilik durumlarina gore 2-6 yil icinde 6lmektedirler (Panconesi, 1999).

Hastalik etmeni, enfekteli agaglarin koklerinden saglikli agaclarin  koklerine
bulasabildigi gibi, enfekteli agag lizerinde olusturulan fungal yapilar (sporlar, misel pargalari
vb.) sayesinde etraftaki saglikli agaglara tasinabilmektedir. C. platani tarafindan Uretilen
sporlarin dogal kosullar altinda havada tasinmadigi bilinmektedir (Panconesi, 1999). Bu
nedenle patojenin bitki ticareti gibi ¢esitli yollarla iilkeye veya sehire bir kez giris yaptiktan
sonra, yapilan budama ve sanitasyon kesimleri sirasinda etrafa yayilan enfekteli talaslar
araciligiyla yerel olarak yayilabildigi soylenebilir. Hastaligin yayilisi saglikli bitki tireme
materyallerinin kullanilmasiyla azaltilabilir. Bunun yami sira kesim aletlerinin enfekteli
agacta kullanildiktan sonra steril edilmeden saglikli agaclarda kullanilmasi da patojenin
yayiliminda oldukga etkilidir. Ayrica enfekteli agaglara komsu kokleri bulunan agaglar da
kok kaynasmasi nedeniyle enfekte olabilir (Accordi, 1986). Bu agaglara komsu olan diger
agaclarin ortamdan kaldirilmasi1 ve yok edilmesi (Panconesi, 1999) gereklidir. Enfekteli
agac alandan uzaklastirilsa ve imha edilse bile agaca komsu olarak bulunan diger agaglar da
hizli tan1 yontemleri ile fungusun varlig1 agisindan analiz edilmeli ve etmenin bulundugu
tespit edilen agacglar imha edilmelidir.

Enfekteli agacin bulundugu toprakta fungus uzun bir siire yasamaya devam edebilir.
Toprakta bulunan odun materyalleri (talag vb.) fungusun yasam dongiisiinii orada devam

ettirmesine ve boylece dikilen yeni aga¢ icin bir inokulum kaynagi olusturmasina sebep
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olabilir. Bu nedenle enfekteli agacin ¢ikarildigi alanda aga¢ kokii kesimin hemen ardindan
etkili bir kimyasal kullanilarak 6ldiiriilmelidir, topraga sterilizasyon islemi uygulamadan
dikim yapilmamalidir ve ayni alanda enfeksiyon riskinin devam etmesi nedeniyle alana
yeniden ayni tiir dikilmemelidir.

Nehir kiyist ekosistemlerinde agaclar arasinda bulasma su tasmimi ile
gerceklesebilmektedir. Yunanistan’da ve Fransa’da bulunan bazi nehirler boyunca binlerce
¢inar agacinin 6liimii bu taginmanin en biiyiik 6rnegidir. Ayrica vektor boceklerin de fungusu
tastyabildigine dair bulgular mevcuttur (Soulioti ve ark., 2015). Dikim materyali, hastaligin
bulunmadigi bélgelerden temin edilmeli ve bitkiler, C. platani'ye maruz kalmamis bir
ortamda yetistirilmelidir. Hastalikla miicadelede, dayanikli bitki irklarinin belirlenmesi ve
kullanilmast son derece dnemlidir.

Devrilen bu gibi agaglar maddi hasara neden olmasinin yani sira can kayiplarina da
sebep olabilmektedir. Erken tan1 her alanda oldugu gibi bitki hastaliklarinin tespitinde de
cok Onemli bir rol iistlenmektedir. Disardan saglikli gibi goriinen bir¢ok agacta bu gibi
onemli problemler bulunabilmektedir. Boylece heniiz belirti gostermeyen fakat hastalik
etmenini tagiyan bitkiler erkenden tespit edilebilir ve hastaliklarin ayn1 alanda bulunan diger
agaclara yayilmasi engellenebilir. Erken uyart ve hizli yanit igin etkili bir ¢erceve, bitki
patojenlerinin biyolojik istilalarinin etkilerini azaltmak veya onlemek igin cok dnemli bir
unsurdur. Bu nedenlerden dolay1 LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification), Real-
time PCR gibi teshis siiresini kisaltan hizli tespit araglari, bitki sagliginin izlenmesinde,
gozetiminde ve kantitatif patojen risk degerlendirmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Platanus tiirlerini bu hastaliktan korumak igin en iyi strateji, onlara hastaligin bulagmasini
onlemektir. Konuk¢uda semptomlar ortaya ¢ikmadan once, hastalik gelisiminin erken

asamasinda neden olan patojen hizli ve giivenilir molekiiler yontemlerle tespit edilmelidir.
4. Sonug

Platanus tiirleri, 1liman iklimlerde kentsel alanlarda yaygin olarak kullanilan agag
tirleri arasinda yer almaktadir. C. platani'nin neden oldugu hastalik, genellikle agaclarda
Oliime yol agmasi ve hizla yayilmasi sebebiyle Tiirkiye dahil birgok Avrupa tlkesi i¢in
Oonemli bir tehdit olusturmaktadir. Bu hastaliga karsi bitki sagligi 6nlemleri disinda su anda
bagka kontrol yontemleri bulunmamaktadir. Platanus tiirlerinin bu patojene kars1 gosterdigi
belirgin duyarlilik goz 6niine alindiginda, ¢esitli direngli genotipler elde etmek icin daha

fazla 1slah ¢alismasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica, hastaligin goriildigi iilkelerde
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biyogiivenlik dnlemlerinin ulusal diizeyde alinmasi kaginilmazdir. Bu konuda deneyimli

orman patologlart ve yoneticilerden destek alinarak daha etkili 6nlemler gelistirilmelidir.
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