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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
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Damisman: Dog. Dr. Himmet TEZCAN

Bu arastirmada, Cryphonectria parasitica’nin izolatlarinin patojenisitelerini belirlemek
icin kullanilan yoOntemler {izerinde bazi c¢alismalar yapilmistir. Bu calismada,
Tiirkiye’nin Bursa ilindeki hastalikli kestane bitkilerinden izole edilen ii¢ Cryphonectria
parasitica izolat1 kullanilmis ve ¢alismalar canli aga¢ inokulasyonlari, plastik kaplarda
kesik dal parcasi inokulasyonlari, petri kosullarinda kesik dal pargasi inokulasyonlari,
elma meyvesi inokulasyonlart ve kestane yapragi inokulasyonlar1 {izerinde
yiriitiilmiistiir. Caligma sonunda, canli aga¢ inokulasyonu sonuglarma gore, en yakin
sonuclar, plastik kaplarda dal pargas1 inokulasyonlar1 ve kestane yaprak
inokulasyonlarindan elde edilmistir. Eger bir arastirict canli aga¢ inokulasyonlarim
kullanmak istemiyorsa, plastik kaplarda kesik dal pargasi veya kestane yaprak
inokulasyonlarint tercih edebilir. Eger testin siiresi onemli ise, kestane yaprak
inokulasyonlar1 dncelikle tercih edilebilir.
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In this research, some studies were done on the methods used to determine the
pathogenicity of Cryphonectria parasitica isolates. In the study, three isolates of C.
parasitica isolated from diseased chestnut plants in Bursa Province of Turkey were used
and studies were conducted on living-tree inoculations, excised-stem inoculations, bark
tissue section inoculations, apple fruit inoculations and chestnut leaf inoculations. At the
end of the study, according to results of living tree inoculations, the nearest results were
obtained from excised stem inoculations and chestnut leaf inoculations. If a researcher
doesn’t want to use living tree inoculations, excised stem inoculations or chestnut leaf
inoculations may be prefered. If duration of test is important, chestnut leaf inoculations
may be firstly preferred.
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1.GIRIS

Kestane kisin yapragimi doken, Fagaceae familyasina ait dnemli bir orman agacidir.
Cesitli kaynaklara gore diinyada kiiltiire alinmis kestane yetistiriciligin 6.000 yil
oncesinde basladigr tahmin edilmektedir. Kestane kiiltiiriiniin Anadolu’da baslayip,
M.O. 5. yiizyllda Yunanistan’a ve buradan da Italya’ya gétiiriildiigiine iliskin tarihi
kayitlar vardir. Son yillarda yapilan genetik arastirmalar, Italya’n kestane cesitleri ile
Bati Anadolu’daki ¢esitlerin birbiriyle akraba oldugunu gostermekte, bu bakimdan
tarihi kayitlarin gilivenirligi ortaya g¢ikmaktadir. Kestanenin Karadeniz kiyilarindan,
ozellikle de Kastamonu dolaylarindan gotiirtildiigii diistiniilmekte ve bu sehrin adiyla

baglantili olarak Castanea cins (genus) adinin buradan ¢iktig1 bilinmektedir (Ozgagiran
ve ark. 2007, Soylu 2004, Subas1 2004, Bucak 2006).

Diinyada kestanenin dogal yayilim alanlari, Dogu Asya (Cin, Kore, Japonya) Tiirkiye,
Giliney Avrupa ve Kuzey Amerika’dir. Daha ziyade Kuzey Yarim Kiire’de yerli tiirleri
ile birlikte kestane ormanlar1 seklinde dogal olarak yetismektedir. Agirlikli olarak
kestanenin yetistigi baslica iilkeler Cin, Kore, Japonya ve Akdeniz iilkeleridir. Akdeniz
havzasinda yer alan iilkemizde ise Anadolu’nun Karadeniz, Marmara ve Ege bolgeleri
gibi nemli kosullar1 olan orman alanlarinda Castanea sativa Mill (Avrupa kestanesi)

tiirii kestane dogal olarak yetismektedir (Subas1 2004).

Yetistigi mevsim nedeniyle hiizniin meyvesi olarak adlandirilan kestaneye, bazi
yorelerde halk arasinda daglarin ekmegi de denilmektedir. Eski zamanlardan beri insan
beslenmesinde 6nemli bir meyve olup, ilk zamanlarda Alp yo6resinde yasayan insanlarin
4-6 aylarmi kestane agirlikli beslenme ile gecirdikleri bilinmektedir. Bu yorede kisi
basimna kestane tiiketiminin yilda 150 kg dolaylarinda oldugu ifade edilmektedir
(Karahocagil ve Tosun 2004). Bu nedenle kestane meyvesi fakirin ekmegi, agaci da

ekmek agaci olarak bilinmektedir.

Sert kabuklu meyvelerde genellikle yag orani yiliksek oldugu halde kestanede
karbonhidratlar daha fazladir. Ayrica kestane hem kimyasal bilesimi hem de nem orani
bakimindan diger sert kabuklu meyvelerden 6nemli Olglide ayrilmaktadir. Kestane
meyvesi normal kosullarda % 40-45 nem, % 5 yag, % 5 protein ve % 40-45

karbonhidrat icermektedir (Soylu 2004). Ayrica kestane mineral ve vitamince de zengin



bir meyvedir. 100 g meyvede 50 mg C vitamini ayrica A vitamini bulunmaktadir.
Kestanenin 100 g 200 kalori vermektedir (Ulkiimen 1973).

Kestanelerin; meyve, sekerleme, bal ve kereste olarak kullaniminin yani sira meyve
kabuklar1 tanin {retiminde, yaprak ve ¢igekleri ila¢ ve kozmetik sanayinde
kullanilmaktadir (Anonim 2013).

Kestane agaclari; barinak ve yakacak i¢in 4000 yildan beri yiiksek, serin ve yagist bol
bolgelerde yetistirilmektedir (Anonim 2013).

Giiniimiizde Italya, Fransa, Ispanya, Portekiz gibi Avrupa; Cin, Japonya, Kore, Tiirkiye
gibi Asya tllkeleri baslica kestane iireten llkeler arasinda yer almaktadir. Ayrica
bunlarin yaninda Yunanistan, Bulgaristan, Romanya, Macaristan, Yugoslavya, Cek
Cumbhuriyeti, Slovakya, Isvigre ve Kafkasya’da da kestane iiretimi yapilmaktadir. ABD,
20. yiizyilin baslarina kadar 6nemli bir iiretim alani olmus ise de kestane kanserinin
(Cryphonectria parasitica) bu tilkede genis 6lglide zarar yapmasindan sonra iiretim gok
azalmistir (Soylu 2004).

FAO’nun 2013 yili verilerine gore diinya da toplam 552 478 ha bir alanda toplam 2 009
487 ton kestane liretimi yapilmaktadir. Cin kestane tiretiminde 305 000 ha bir alanda 1
650 000 tonla diinyada lider konumdayken, 67 902 tonla Giiney Kore ikinci sirada ve

Giiney Kore’nin hemen arkasindan da 60 019 ton iiretimiyle Tirkiye ti¢lincii sirada yer
almaktadir (Anonim 2015).

Ulkemizde kestane iiretimi yaygin olarak Karadeniz Bolgesi, Marmara Denizi cevresi

ile Bat1 Anadolu’dan Antalya’ya kadar olan alanlarda yapilmaktadir (Soylu 1997).

Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun 2014 yili verilerine gore iilkemizin yaklagik 111 bin
dekarlik alanda toplam kestane {liretimi yaklasik olarak 63 bin ton olup bunun % 58’lik
kismin1 Ege Bélgesi karsilamaktadir (Anonim 2015). Illere gore baktigimizda ilk siray1
63 970 dekar bir alanda 20 989 ton iiretimiyle Aydin ili ilk sirayr almaktadir. Izmir ili
25 257 dekar da yetistirilen toplu kestane alaninda ikinci siradayken, kestane tiretiminde
10 176 ton ile ii¢lincii sirada yer almaktadir. Yalova ili 6000 dekar da yetistirilen toplu
kestane alaninda {i¢iincii siradayken, kestane tiretiminde 783 ton ile on ikinci sirada yer

almaktadir. Bursa ili ise 4 687 dekar da yetistirilen toplu kestane alaninda dordiincii



sirada olmasina ragmen kestane tiretiminde ise yedinci sirada yer almaktadir (Anonim

2015).

Kestanenin yetistirilmesinde ve {liretiminde diinyada ve tilkemizde bir¢ok olumsuz
faktoriin etkisi altinda oldugu bilinmektedir (Delen 1975). Bu olumsuz faktorlerin
basinda gelen ve diinyanin degisik tlkelerinin ve Tirkiye'nin kestane alanlarinda
yaygin olan ve ¢ogu kez agaglarin tamamen kurumasina neden olan Cryphonectrica
parasitica’nin olusturdugu kestane kanseri hastaligidir (Celiker ve Onogur 2011).
Tiirkiye’de kestane kanseri, ilk defa 1967 yilinda Marmara Bolgesi’nde goriilmiistiir
(Akdogan ve Erkman 1968). Hastalik Marmara bolgesinde Bursa ve Sakarya illerinde
belirlenmistir (Delen 1979a). Bu bolge ile beraber Karadeniz Bdlgesi’ndeki kestane
agaclarina yayilarak ¢ok sayida agac dlimlerine neden olmustur (Coskun ve ark. 1999,
Baykal ve ark. 2000). Kestane kanseri Ege Bolgesinde Balikesir, izmir, Manisa illerinde
(Celiker 2000) Aydin ilinin Sultanhisar, Kosk ve Nazilli il¢elerinde kestane agaglarinda

kurumalara neden oldugu belirtilmistir (Erincik ve ark. 2003).

Kimyasal yolla miicadelesi miimkiin olmayan bu hastalik, i¢ ve dis karantina 6dnlemleri
ve kiiltiirel uygulamalarla kontrol edilmeye c¢alisilmaktadir (Celiker ve Onogur 2011).
Bugiine kadar C. parasitica’nin hipoviriilent irklarindan (Anagnostakis ve Jaynes 1973,
MacDonald ve Fulbright, 1991, Heiniger ve Rigling 1994) yararlanilarak yapilan
biyolojik savasimin yaninda 6zellikle de dayanikli ¢esitlerin 1slah1 ve yetistirilmesi ile

onemli adimlar atilmistir (Anagnostakis 1992).

Ulkemizde Marmara bdlgesindeki yerel kestane cesitleri (Baykal ve ark. 2000),
Karadeniz bolgesindeki bazi kestane genotipleri (Erper ve ark. 2005) ve Ege
bolgesindeki Aydin ilinde yaygin olarak iiretilen yerel bazi kestane genotipleri (Erincik

ve Doken 2009) arasinda hastalik etmenine karsi dayanikli olanlar belirlenmistir.

Tirkiye’de kestane agaclarinin varligini siirdiirebilmesi i¢in ve temiz ve kaliteli iiriin
elde edilmesi i¢in iiretim alanlar1 hastaliktan arindirilmis olmasi gereklidir. Ancak
kestane agacinin en onemli hastalif1 olan kestane kanserine karsi halen herhangi bir
etkili kimyasal miicadele yontemi bulunamamistir. Bu nedenle de daha ¢ok biyolojik
kontrol ve dayanikli gesitler {izerinde durulmaktadir. Farkli kestane cesitlerinde bu
biyolojik kontrol ve dayanikli gesitlerin belirlenmesinde farkli sayida ve farkli test

yontemleri kullanilmaktadir. Bu yontemlerden hangisinin daha giivenilir oldugu veya



dogal ortamda yapilan testle laboratuvar ortaminda yapilan hangi testin veya testlerin

daha uyumlu sonuglar verebilecegi bu ¢alismanin ana amacini olusturmustur.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Kestaneler; yaprak sekillerine, yaprak ve ince dallardaki tliylenmelere ve meyve
ozelliklerine gore gruplandirilmiglardir. Buna gore iic grup olusturulmus ve bazi
botanikg¢ilere gore 11, bazilarina gore ise 16 tiir tamimlanmistir. Fakat bu kestane
tiirlerinden kiiresel Olgekte sadece dordii meyveleri i¢in ve ticari amagla
kullanilmaktadir. Bunlar Amerikan kestanesi (Castanea dentata Borkh.), Cin kestanesi
(Castanea mollisima Bl.), Japon kestanesi (Castanea crenata Sieb.&Zucc.) ve Avrupa

kestanesi (Castanea sativa Mill.)’dir (Atasoy ve ark. 2011).

Yirminci yiizyila kadar milyonlarca hektar yayilis alani ile diinya iizerinde 6zellikle de
Amerika’da en yaygin bulunan agaglar i¢cinde yer alan kestanenin varligi ve iiretimi
1900 yillarin basindan itibaren kestane kanseri nedeniyle olumsuz yonde ciddi bir
sekilde etkilenmeye baslamistir. Kestane kanserine neden olan Cryphonectria parasitica
(Murrill) Barr adli bir fungal hastalik 6nce Amerika ve daha sonra Avrupa kestane
tiretim alanlarinda biiyiik ¢apta tahribat yapmistir ve 6zellikle de Kuzey Amerika’da
Amerikan kestanesi genis alanlar1 kaplayan bir aga¢ olma 6zelligini yitirmistir (Jaynes
1979).

Bu hastalik diinyada ilk kez Herman Merkel tarafindan 1904 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)’ nin New York sehrinde bir hayvanat bahgesinin park alaninin i¢inde
bulunan Amerikan kestanesi (C. dentata) agaci lizerinde bulunmustur. Hastaligin
belirtileri agaglarin dallarinda ya da tiimiinde hizla olusan kurumalar ve dallar iizerinde

kabuk dokusunda ice ¢gokmeler oldugu belirtilmistir (Anagnostakis 2001).

1800’lerin sonlarmma dogru Cin’den ithal edilen tohumlarla iilkeye giren kanser (C.
parasitica), kisa zamanda biiyiik zararlara yol agmis ve 1950’lere kadar bu tiiriin hemen
hemen tamamina yakinimni Oldiirmiistiir. Bugiin bu tlirden yalnizca teksel agaclar

kalabilmistir (Soylu 2004).

Kestane kanseri, Avrupa’da ilk kez Biraghi tarafindan 1938 yilinda Italya’nin Genova
yakinlarinda Avrupa kestanesi (C. sativa) ilizerinde saptanmistir. 1940’11 yillardan
itibaren Italya’min ¢ogu kestaneliklerine bulasan bu hastaligin, 1940-1970 yillari
arasinda &nce Ispanya, Fransa ve Isvigre’ye daha sonra Giineydogu Avrupa’da
Yugoslavya, Yunanistan ve Tirkiye’ye ulastigi belirlenmistir. Sonraki yillarda yani

1970 ve 1980°1i yillarda Portekiz, Almanya, Avusturya, Macaristan ve Slovakya’y1 da



icine alan ¢ok biyiikk bir alana yayildigi belirlenmistir (Heiniger ve Rigling 1994,
Milgroom ve Cortesi 2004).

Macaristan’da yapilan bir ¢alismada ise, Sopron tepelerinin ormanlarindaki kestane
kanseri yayilimi iizerine arastirma yapilmistir. Buna gore enfeksiyon oran1 % 35°e kadar

ulastigi goriilmiistiir (Vidoczi ve ark. 2007).

fran’da  Guilan ilindeki kestane bolgesindeki Kkestane kanserine neden olan
Cryphonectria parasitica’nin zarar dagilimi ve siddeti incelenmistir. Inceleme icin
Guilan ilindeki kestane yetistirilen 3 ana bolgeden 6 mevki se¢ilmistir ve kestane
kanseri zararinin olusumu ve degerlendirilmesi rapor edilmistir. Bu ¢alisma sirasinda,
Cryphonectria tiirlerinden toplam 250 izolat elde edilmistir. Bu izolatlardan 232 tanesi
C. parasitica, 18 tanesi C. radicalis oldugu belirlenmis ve biitiin bolgelerde C.

parasitica fungusu gézlemlenmistir (Ghezi ve ark. 2010).

Kestane kanseri bir karantina hastaligi olmasina ragmen oOnlemler hastaligin tim

Diinya’da yayilmasina engel olunamamistir (Anonim 2005).

Tiirkiye’de 1948-1949 yillar1 arasinda Ege, Marmara, Dogu ve Bati Karadeniz
Bolgeleri’ndeki hastalikli  kestane ormanlarinda yapilan arastirmalarda kestane
kanserinden ziyade miirekkep hastalifinin varli§i vurgulanmig, kanser hakkinda ise
Avrupa’da bulundugu ve ililkemizde heniiz daha tespit edilemedigi fakat tehlikeye karsi
hazirlikli olunmasi gerektigi belirtilmistir (Erdem 1951).

Kestane kanseri Tiirkiye’de ise ilk defa 1968 yilinda saptanmistir (Akdogan ve ark.
1968). Marmara Bolgesi’nde kestane kanserinin yayilis alanini saptamak amaci ile
yapilan calismada, ortalama bulasik agac yiizdeleri, Istanbul ilinde % 33,4, Kocaeli
ilinde % 27,7, Sakarya ilinde % 27,0, Bursa ilinde % 11,3, Bolu ilinde % 53,1 olarak
saptanmustir (Delen 1979a).

Marmara Bolgesi’nde 1970 yilinda yapilan incelemelerde S ilde ve 13 noktada kestane
kanseri ile bulasik 8 526 adet agac¢ belirlenmistir ve Marmara Bolgesi’ndeki bu bulagma

orani % 32 dolayina ¢ikmistir (Delen 1979a).

Celiker ve Onogur (2001) tarafindan da 1994 yilindan 1999 yilina kadar Ege, Marmara
ve Karadeniz Bolgesi’nde 15 noktadan alinan toplam 324 izolat {izerinde incelemeler

yapilmustir.



Giirer ve ark. (2001) tarafindan da 1998-2001 yillar1 arasinda 4’ Marmara ve 5’i
Karadeniz Bolgesi’'nde olmak iizere 9 noktadan alinan 134 izolat iizerinde kestane
kanseri (C. parasitica) hastaliginin viriilent ve hipoviriilent irklart ve bu wrklarin

vejetatif uyum gruplari tizerine aragtirmalar yapilmistir.

Tiirkiye’nin kestane iiretiminin % 35’ini olusturan Aydin ilinde yapilan bir ¢aligmaya
gore, kestane kanserinin varhii incelenmis ve kabuk ornekleri toplanmistir. Genel
olarak, virulent tip kanserler gozlemlenmistir. Bu gozlemler sonucunda 31 kdyiin

22’sinde hastalikla bulasik kestane agag¢lar1 bulunmustur (Erincik ve ark. 2008).

C. parasitica bir yara parazitidir ve kestaneye siirgiin, dal ve gévdede mekanik ya da

dogal yollarla agilmis olan yaralardan, ¢atlaklardan giris yapmaktadir (Fulbright 1999).

Kestane agacinda kestane yaniklik hastaligi kabukta meydana gelen yaralanmalarla
baslamakta ve fungus kabuk altinda yelpaze seklinde miselyal gelisme gostererek
yayilmaktadir. Vaskiiler kambiyumun tahrip edilmesiyle agaglar kuruyup olmeye
baslamaktadir. Dallar ve govdelerde goriilen kanserler agaglarin kuruyup daha sonrada
Olmelerine neden olmaktadir. Ayrica hastaliga neden olan etmenin meyve kabugunda
bulunmaktadir fakat meyveyi enfekte etmemektedir (Jaynes ve DePalma 1984). Yine
etmen kestane agaglarinin toprak alt1 organlarinda hastalik olusturmamaktadir (Heiniger

ve Rigling 1994).

Kanserle bulagik agaclarin kanserli bolgelerinde turuncu-sar1 renkli stromalar
goriilmektedir. Stromalar i¢inde gomiik durumda iki yap1 bulunmaktadir: Seksiiel tireme
yapist perites ve aseksiiel lireme yapilar1 piknidyumlardir. Periteslerde askosporlar ve
piknitlerde ise konidiler (piknidiosporlar) olusturmaktadir. Askosporlar ostiolden disar1
cikmakta ve riizgarla yayilmaktadir. Askosporlarin disart atilimi 20-27 °C’de ve
yagmurdan sonra ilk bes saat boyunca meydana gelmektedir. Askosporlar 100-150 m
uzaga tasiabilmektedir. Kuvvetli riizgarlarla daha da uzaga tasinabilmektedir. Diger
taraftan konidiler ise yogun ve yapiskan bir Ortii igerisinde gomiiliidiir ve genelde
yagmur ile agacgtan asag1 dogru yikanabilir ya da yagmurla yakina sigramaktadir. Ayrica
konidiler kuslar ve boceklerle de tasinabilmektedir. Beklenmedik bir sekilde, konidiler
bir dereceye kadar kurumaya dayaniklidir ve kuru toprakta 2-3 aya kadar canliliklarini

korudugu gosterilmistir. Bu iki tip sporda enfeksiyonu baslatabilmesine ragmen



askosporlar Cryphonectria parasitica’nin yasam dongiisiinde daha 6nemlidir (Akill
2008).

Kestanede Cryphonectria parasitica’ nin neden oldugu lezyonlarin gelisimi ve
enfeksiyondaki mevsimsel etki iizerine yapilan bir ¢alismada en fazla lezyon gelisimi
ilkbaharda ve yazin yapilan inokulasyonlarda olmustur ve lezyon gelisimine mevsimsel
etki onemli bulunmustur. Siirgiinlerde lezyon gelisimi oraninda maksimum ve minimum
sicakliklar ile yagmurlarin toplami 6nemli oranda iliskili bulunmustur (Guerin ve Robin
2003). Ayrica dogal kosullarda askospor ¢ikisinin Mart-Ekim aylar arasinda oldugu ve
en fazla askospor ¢ikisinin da Mayis aymda oldugu bildirilmektedir (Guerin ve ark.
2001).

Yapay besi ortaminda C. parasitica’nin, oda sicakliginda ve 1sik altinda gelisen
miselyumunun rengi erken donemde beyaz iken daha sonra agik-sar1 ve sari-turuncuya
dontigmektedir. Miselyum daha sonraki donemlerde kirmizi-turuncu ya da bordo-mor
rengini almaktadir (Ellis ve Ellis 1985).

Kestane kanseri ile ilag¢li miicadelede, hastaligin fazla ilerlemedigi durumlarda, agac
tizerindeki hastalikli bolge, saglam dokuya kadar kesilip ¢ikarilmali, yarali kisma 750 g
katrana ile 250 g goztas1 karistirilarak siiriilmelidir (Akdogan ve Erkam 1968). Ayrica
sistemik mantar oldiiriicti ilaglarin (Benlate, Bavistin, Enovit Super) belirli dozlari1 ya
kabuktan enjekte ederek ya da topraktan i¢cirme yoluyla agaca uygulanarak hastaligin
gelisimi onlenebilmektedir (Delen 1979b). Ornegin, Enovit Super’in 4,5 g/lt’lik aktif
madde iceren dozu topraktan icirme yoluyla uygulandigi zaman hastaligin
engellenmesinde basarili oldugu ifade edilmektedir (Soylu 2004). Ancak bu yontemde
ilacin siirekli uygulanmasi mantarda bagisiklik meydana getirmektedir (Delen 1980).
Ayrica ilaglar meyvede kalintt birakabilmektedir ve genis alanlara uygulama
bakimindan da ekonomik goriinmemektedir (Delen 1979b). Bu gibi sorunlar nedeniyle
kimyasal yolla miicadelesi miimkiin olmayan bu hastalik, i¢ ve dis karantina 6nlemleri
ve kiiltiirel uygulamalarla kontrol edilmeye ¢alisilmaktadir (Celiker ve Onogur 2011).
Patojenin biyolojik kontroliinde en etkili kontrol yontemi olarak hipovirulent (=diistik
siddette hastalik olusturan) irklarin kullanimidir (Erincik ve ark. 2011). Hipovirulent

wklar yoluyla biyolojik kontrol kestane kanseri i¢in genis Olciide kullanilan kontrol



yontemidir ve iyilestirici bir Onlem olarak c¢ogu iilkelerde basarili bir sekilde

uygulanmaktadir (Akilli ve ark. 2011).

Italya’nin baz1 bolgelerinde kestane kanseri ile bulasik kestane agaclarinda, hastaligin
goriilmesinden 12 yil sonra, kendiliginden iyilesmelerin oldugu goriilmiistiir. Bu
hastalikli agaglardaki iyilesmeler Grente (1965) tarafindan, mantarin 6ldiiriicii olmayan
irklarinin, 6ldiirlicii olanlar1 engellemesiyle ortaya ¢iktigr belirlenmistir. Boylece
oldiiriicii olmayan 1rklar, viriis tasimakta ve 6ldiriicii irklar1 6ldiiriicii olmayan wrklara
doniistirmektedir (Jaynes 1979). Fransa’da kestane kanseri hastaligina karsi
miicadelede, engelleyici irklarin dikkatli bir sekilde secilip, dogada yayilmalariyla
yapildig: bildirilmektedir (Grente ve ark. 1978). Tiirkiye’de de biyolojik kontrol
yonteminin etkili ve uygulanabilir bir yontem olarak uygulanmaya baslanmistir. Bu
alanda yapilan ¢aligmalardan oldukga timit verici sonuglar alinmistir (Celiker ve Onogur
1998, 2000). Ayrica Trichoderma viridae ve diger Trichoderma sp.’nin C. parasitica’ya
kars1 etkili oldugu belirtilmistir (Arisan-Atac ve ark. 1995).

Hastaligin zararlarindan korunmak amaciyla Avrupa iilkeleri ve ABD’de hastaliga
dayanikli dogu tiirlerinden ya dogrudan seleksiyonlar yapilmis veya yerli tiirlerle bu
tiirlerin meyve kalitesi hastalifa dayanikli hibritleri elde edilmeye caligilmistir. Ancak
bu alandaki arastirmalarla yeterli bir basar1 elde edilememistir. ABD’deki seleksiyonlar

kiiciik meyveli, Fransa’daki hibritler ise hastaliga az dayaniklidir (Soylu 2004).

1913 yilinda Fairchild tarafindan Cin’de Cin kestanesinin, 1916 yilinda da Japonya’da
Shear ve Stevens tarafindan Japon kestanesinin C. parasitica’ya karsi dayanikli
oldugunu bildirmiglerdir (Anagnostakis 1992). Ayrica Amerika’da ilk olarak 1922
yilinda ABD Tarim Bakanligi’nca New York’ta Cin ve Japon kestaneleri ile Amerikan
kestanelerinin ¢aprazlamasi sonucu kestane kanserine dayanikli hibrit cesitler
gelistirilmeye baslanmistir. Ancak gelistirilen hibrit cesitler kestane kanserine karsi
dayanikliligi arastirmalarda gostermis oldugu gibi dogada aymi reaksiyonu
gostermemistir (Bazzigher ve Miller 1991). Boylece 1960’larda ABD’de kestane 1slah
calismalar1 durdurulmustur. 1981 yilinda bir bitki genetik¢isi olan Charles Burnham
kestane 1slahinda otsu bitkilerde kullanilan geriye ¢aprazlama islah yontemini dnererek
Cin kestanesindeki dayaniklilik 6zelliginin Amerikan kestanesine aktarabilecegini

sOylemesiyle birlikte bunu arastirmalarinda ortaya koymasi kestane 1slah1 konusundaki



calismalarda tekrar hiz kazanilmistir. Bu ¢alismalarin sonucunda ABD’de kansere karsi
dayanikli ¢esit gelistirme konusunda oldukga yol alinmis ve kestane kanserine dayanikli

hibritler elde edilmistir (Burnham 1987, Anagnostakis 1997).

Slovakya’da 2010, 2011ve 2012 yillarinda yapilan bir calismada kestane agacinin ii¢
tane hibrit ¢esidi (C. sativa x C. crenata) secilerek bunlarin kestane kanserine karsi
reaksiyonlar1 ve donemler arasindaki kanser lezyonu uzunluklarinin farkli olup olmadigi
arastiritlmistir. Hibritli kestane agaclarindan 10 cm uzunlugundaki dallar kesilmistir.
Kesilen bu dallara ii¢ tane viriilent izolat ile bir tane hipovilulent izolat kesik dal testi
yontemine gore inokulasyon edilmistir. Sonra 29.06.2010, 22.06.2011 ve 13.07.2012
tarihlerde kesik dallar iizerindeki kabuk dokular1 kaldirilmistir ve odun dokusu iizerinde
gelisen nekrotik kanser lezyonlari Sl¢lilmiistiir. Bu 6l¢timler sonunda 2010, 2011ve
2012 yillarindaki yaz donemlerinde Oolgiilen kanser alanlar1 2011 yilinin bahar
doneminde Oolgiilenden daha uzun oldugu bildirilmistir. Ayrica segilen kestane

agaclarinda ve izolatlarda istatistik anlamda 6nemli farklilik bulunmustur (Bolvansky ve

ark. 2014).

Cin’de kestane yetistirilen alanlarda C. parasitica’nin yaygin goriilmesine ragmen
yaniklik direncinde 6nemli degisiklikler bulunmustur (Clapper 1952, Headland ve ark.
1976, Zhao 1980).

Bagka bir calismada Cin’nin Nanjing bolgesinde 24 tane giliney cesitte inceleme
yapilmis ve % 0 ile % 63 oraninda kestane kanseri ile bulasikli kestane agaci bulmustur
(Zhao 1980).

30 yildan fazla yapilan yapay inokulasyonlarda ve arazi gozlemlerinde 12 tane kestane
tiirlerinin arasinda en yiiksek direngli Cin kestanesi oldugu belirtilmistir (Graves 1950).
Ayrica genetik kaynaklar1 Castanea seguinii, Castanea pumila ve Castanea henryi olan
kestane gesitleri Cryphonectria parasitica’ya karsi dayanikli oldugu belirtilmistir
(Bounous ve ark. 2005).

Huang ve ark. (1996) tarafindan Cin’de yapilan bir ¢alismada 13 Cin kestane ¢esidi ve
inokulasyon igin SLA-155, SLA-389 ve AL-W adli 3 tane virulent izolat kullanilmistir.
Ayrica bu gesitlerde C. parasitica’ya karsi gosterdigi dayaniklilik olgiilerek her bir

c¢esidin reaksiyonlarinin farkli olmasina ragmen ¢ogunun virtilent 1rklara karsi dayanikli



oldugu gozlemlenmistir. Bu ¢esitlerde olusan kanserli alanlar kallus dokular1 tarafindan
ya kademeli olarak ya da tamamen sinirlanmistir. Denemede kullanilan c¢esitler
arasindan YeLiCang, HongGuang ve WanBoke ¢esitleri inokulasyondan 4 hafta sonra
tamamen iyilesmistir. Bu ii¢ ¢esidin ileride yapilacak 1slah programlari i¢in dayaniklilik

kaynag1 olarak iyi bir kaynak olacagi belirtilmektedir.

Yine Cin’de benzer bir ¢alismada kullanilan 17 Cin kestanesinin C. parasitica’ya karsi
gosterdigi dayanmiklilik Olgiilerek, her bir ¢esidin etmene karsi reaksiyonlariin farkl
olmasina ragmen c¢ogunun viriilent wrklara karsi dayanikli oldugu belirtilmistir. Bu
cesitlerde olusan kanserlerin kiigiik oldugu veya kallus olusumu ile kisa siirede
kapandig1 gozlemlenmistir. Denemede kullanilan ¢esitlerde beiyu2’nin en yiiksek
dayaniklilik gosterdigi bulunmustur ve bu ¢esidin ileride yapilacak islah programlari
icin dayaniklilik kaynagi olarak degerlendirilebilecegi diisiinilmektedir (Qin ve ark.
1999).

Avrupa’da da kestane kanserine karsi dayanikli kestane cesitlerinin belirlenmesi ve
gelistirilmesine yonelik calismalar yiritilmustir fakat genis ¢apta iiretim igin
Onerilebilecek cesitler elde edilememistir (Pavari 1949, Bazzigher 1981). Nitekim
Isvigre’de 30 y1l boyunca siiren dayanikli kestane seleksiyonu ¢aligmalar1 igerisinde C.
mollisima, C. crenata, ve C. sativa tiirlerinin bulundugu 120 binden fazla kestane fidan
C. parasitica’ya olan reaksiyonlar1 yoniinden test edilmis ve bunlardan 30 bin fidanda
farkli diizeylerde dayaniklilik belirlenmistir (Bazzigher ve Miller 1987 ). Bu fidanlar
tizerinde yapilan ikinci bir seleksiyon sonucu 120 tanesi en dayanikli klonlar olarak
belirlenmistir. Ancak bunlarda da dayanikliligin yeterli olmadigi bildirilmistir

(Bazzigher ve Miller 1991).

Yunanistan’da yoresel kestane cesitlerinin hastalik etmenine karsi reaksiyonlariin yani
sira Cin kestanesi ve hibrit ¢esidin (C. mollisima x C. dentata) de C. parasitica’ya karsi
reaksiyonlar1 test edilmistir. Hastalik etmenlerinin fidanlara inokulasyndan 5 ay sonra
yoresel ¢esitlerin hassasiyet dereceleri farkli olsa da tamamimin C. parasitica’ya karsi
hassas oldugu saptanmistir. Ancak Cin kestanesinin ve hibrit ¢esidin etmene karsi
dayanikli oldugu belirlenmis ve bunlar {izerinde inokulasyon sonucu olusan kiiciik
kanserlerin 1-2 yil igerisinde kapandigi gézlemlenmistir. Ayrica arastirmacilar yoresel

cesitlerin biliylik bir kisminin inokulasyondan kisa bir siire sonra 6lmesinin sadece



konukg¢unun genetik 6zelligine bagli olmadigin1 ayni zamanda hastalik etmeninin
gelisimi i¢in de uygun sartlarin olmasi ya da konukgu gelisimi i¢in kosullarin yetersiz

olmasina bagl olabilecegini diistinmektedirler. (Xenopoulos ve Papachatzis 1999).

Sisco (2012)’ya gore kestane agaglar1 kestane kanseri patojenine karsi uygun tepkiyi
verebilmesinde hem genlerin hem de ¢evrenin etkili oldugunu bildirmektedir. Ayrica
kanser enfeksiyonuna karsi geng kestane agaclar1 yash agaglara gore daha dayanikhidir.
Iyi gevre kosullarinda yetisen saglikli kestane agaclari, gevresel stres altinda yetisen
agaclara gore yaniklik enfeksiyonuna genellikle daha dayanikli olacagini sdylemektedir.
Nitekim Jones ve ark. (1980) Birlesmis Devletleri’n dogusunda kestane agaglar1 daha
yiiksek rakimlarda, daha soguk c¢evrelerde ve giiclii kis riizgarlarina maruz kaldigindan
dolay1 Cin kestane agaclar tlizerinde kestane kanseri alanlar1 sayica daha fazla oldugu
bulunmustur. Cin’de, yaniklik siddeti {ilkenin kuzey kisimlarindaki agaglarda ve daha

yasli agaglarda daha fazla gozlemlenmistir (Zhou ve ark. 1993).

Ulkemizde ise son yillara kadar hastali§a olan duyarhiliklarmin gesit belirlenmesine dair
az c¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan birisi Bursa ili kestane agaclarinda kestane
kanserinin yayginlik orani ve bazi yerli kestane cesitlerinin hastaliga kars1 reaksiyonlari
arastirilmistir. Bu c¢alismada C. parasitica ile bulasik olan aga¢ sayist Bursa’nin
Cumalikizik Kdyii’nde % 70, Hamamlikizik Kdyii’nde % 30 ve Babasultan Kdyii’nde
ise % 100 olarak belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada ele alinan yerli gesitlerden Vakit
ve Dursun adli kestane cesitleri Firdula, Osmanoglu, Haci Omer, Sar1 Aslama ve Seyrek

Diken cesitlerine gore daha dayanikli olduklari belirlenmistir (Baykal ve ark. 2000).

Ulkemizde yapilan bir diger calisma ise; Karadeniz Bolgesi’nden elde edilmis bazi
kestane genotiplerinin C. parasitica’ya karsi duyarliliklarinin belirlenmesi amaci ile
Samsun ve Sinop’tan elde edilen 8 farkli kestane genotipine ait 5 yillik fidanlara
Samsun orijinli C. parasitica izolat1 inokule edilmis ve inokulasyondan 4,5 ay sonra
lezyon alanlar1 6l¢iilmiistiir. Arastirma sonucunda Sinop’tan elde edilen SA 5-1 genotipi
en duyarli genotip olarak belirlenmistir. Ayrica Samsun’dan elde edilen 556-8 ve
Sinop’tan elde edilen SE 3-12 genotipleri ise nispeten dayanikli genotipler olarak

belirlenmistir (Erper ve ark. 2005).

Yine bir bagka ¢alismada ise yiiksek verim ve kaliteli kestane meyveleri elde etmek igin
Aydin ilinde yetisen 6 tane yerel kestane genotipleri [N-2-5 (Deli), N-3-4 (Isiklar), N-7-



3 (Sar1 Salman), N-19-2 (As1), N-20-2 (yerel adi yok), N-23-1 (Isiklar)] C. parasitica
izolatlarina kars1 reaksiyonlari degerlendirilmistir. Aydm ilinde C. parasitica
popiilasyonu arasindan K5-13 ve N27-1 kod adli izolatlar1 en ¢ok ve en az virlilent
izolatlar1 Elliston (1985) ve Lee ve ark. (1992)’nin kesik dal testi yontemine gore
bulunmustur. Calismanin sonunda tiim genotipler C. parasitica’ya karsi duyarli oldugu
bulunmaktadir ancak tiim genotipler arasinda duyarlilik dereceleri farkli oldugu
kaydedilmistir. Buna gore N-7-3 (Sar1 Salman) olarak kodlanan genotip en duyarli
olarak belirtilmistir. N-3-4 (Isiklar) ve N-20-2 olarak kodlanan genotipler ise diger
genotiplere gore daha az duyarli oldugu belirtilmistir (Birsen ve Doken 2009).



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu calisma, 2015 yilinda Bursa ili Osmangazi ilgesine bagl Yigitali Mahallesi’nde ve
Uludag Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Bolimii, Mikoloji
Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistir. Caligmanin ana materyallerini ise Yigitali
Mabhallesi’nde dogal olarak yetisen Avrupa Kestanesi (Casteane sativa )’nin yerel bir
cesidi olan Kara As1 ¢esidinin en az 100 yillik agaglarindan elde edilen dallar, yapraklar

ve marketlerden temin edilen Golden Delicious elma ¢esidinin meyvesi olusturmustur.

Calismada kullanilan izolatlar ise, arastirmanin yapildig1 yerdeki, yukarida sozii edilen,
kestane kanseri ile dogal olarak bulasik kestane agaglarindan izole edilmistir. izole
edilen izolatlar arasindan morfolojik olarak birbirlerinden farkli ii¢ Cryphonectria
parasitica izolati se¢ilmis ve bu izolatlar daha sonraki ¢alismalar igin +4 °C’ deki
buzdolabinda egik agar iceren tiipler icerisinde muhafaza edilmiglerdir. Funguslarin
izolasyonunda ve daha sonraki caligmalar i¢in tekrar cogaltilmalarinda hazir olarak

satilan Patates Dekstroz Agar (PDA, Merck) ortami kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Cryphonectria parasitica izolatlarinin izolasyonu

Kestane kanseri ile dogal bulasik kestane agaclarinin dallarmin kabuk dokularindan 3-5
cm uzunlugunda pargalar alinmis ve bunlar posetlere konularak numaralandirilmistir.
Daha sonra laboratuvarda 3-5 cm olan bu 6rnekler 2-3 mm biiyiikligiinde kesilerek
pargaciklara ayrilmigtir. Alinan bu kesitler 6nce % 1’lik sodyum hipoklorit (NaOCI)
icerisinde 3 dk ve daha sonra 3 kez 3 dk olmak {izere steril saf suda tutularak yiizey
dezenfeksiyonlar1 yapilmistir. Yiizey dezenfeksiyon islemi yapildiktan sonra bu
parcaciklar icerisinde steril kurutma kagidi bulunan petrilere konularak parcaciklarin
kurumas1 beklenmistir. Yilizey dezenfeksiyonu yapilan ve kurutma islemi biten
pargaciklarin her bir agag i¢in igerlerinde Patates Dekstroz Agar (PDA, Merck,) ortami1
bulunan beser petri ve her bir petrinin i¢ine 3 adet pargacik gelecek sekilde ekilerek 25
°C sicaklikta 7 giin laboratuvarda tezgah iizerinde giin 1s181ina maruz birakilmistir. Petri
icerisindeki PDA ortaminda gelisen funguslarin morfolojik olarak 6zelliklerine

bakilarak Sekil 3.1’de goriildiigii gibi 3 farkli izolat elde edilmistir.



Sekil 3.1. izolasyon sonras1 PDA ortami igeren petrilerde gelisen Cryphonectrica
parasitica izolatlarinin genel bir goriiniimii

3.2.2. Kestane kanserine kars1 patojenisite testlerinde kullanilan yontemler
Kestane kanserine kargi patojenisite testlerinde kullanilan bes farkli yontem

kullanilmaktadir. Bunlar:

1. Elma testi

2. Canl1 agag testi

3. Plastik kaplarda kesik dal parcasi testi
4. Petri kosullarinda kesik dal parcasi testi
5. Yaprak testi

3.2.2.1. Elma Testi

Yaklagik olarak esit biiytikliige, olgunluga ve renklilige sahip olan Golden Delicious
elma c¢esidi meyveler ilk olarak musluk suyu ile yikanip kurutma havlusu ile
kurutulduktan sonra yiizeyi % 70’lik etil alkol emdirilmis pamuk ile silinerek yiizey
dezenfeksiyonu yapilmistir. Sonra meyveler yan yana dizilerek esit yiikseklikte olacak
sekilde meyvelerin tizeri kegeli kalem yardimu ile isaretlenmistir. Meyvenin yiizeyinde

isaretli olan yerlerden cork borer (mantar delici) ile 5 mm ¢apinda yaklasik olarak 2-3



mm derinliginde delikler agilarak (Fulbright 1984 ve Elliston 1985)’un yontemlerine
gore yapilmistir. Yine ayni genislikte, PDA ortaminda aktif olarak gelisen C.
parasitica’ya ait morfolojik olarak farkli viriilent etkisine sahip 3 izolatin kolonilerinin
kenar kisimlarindan steril 6ze ile alman disklerin misel bulunan yiizeyi daha once
meyve ylizeyine agilan deliklerin igerisine gelecek sekilde yerlestirilmis ve tamamen
elma meyvesinin dokusuna temas etmesi saglanmigtir. Kontrollerde inokulum olarak
steril fungusdan ari PDA diski kullanilmistir. inokule edilen kisimlar seffaf bant ile
kapatilarak numaralandirilmistir ve steril olan ve nem tutmasi i¢in igerisine steril havlu
kagidi konulan bir muhafaza kabi igerisine 4 adet elma meyvesi gelecek sekilde
yerlestirilmis ve steril ortamimn nemlenmesi i¢in steril saf su ilave edilmistir. Bu
muhafaza kaplar1 25 °C sicaklikta laboratuvar ortaminda inkubasyona birakilmistir.
Inokulasyondan 15 giin sonra meyveler iizerinde yuvarlak gelisen kestane kanseri
lezyonlarinin caplar1 Olgiilerek milimetre (mm) olarak kaydedilmistir. Arastirmada
deneme plani tesadiif parselleri deneme desenine gore 4 tekerriirlii olacak sekilde ancak
her tekerriir de iki tekrarli olarak yapilmigtir. Kontrol uygulamasi ise patojenden ari

temiz PDA ortami kullanilmistir.

3.2.2.2. Canh Agac Testi

Bursa ilinin Osmangazi ilgesine bagli Yigitali Mahallesi’nde dogal olarak yetisen
kestane agacglarindan rasgele olarak secilen 4 tane kestane agacinda her bir agac i¢in 2
adet dal secilerek (Elliston 1978)’un yontemlerine gore yapilmistir. Secilen her bir dal
icin steril mantar delici ile kabuk dokusuna 5 mm c¢apinda biri kontrol olmak {izere 4
tane delik agilmigtir. Daha sonra PDA ortaminda aktif gelisen morfolojik olarak farkli
viriilent etkiye sahip 3 izolatin kolonilerinin kenar kisimlarindan steril mantar delici ile
5 mm capinda fungal miselyum agar plaklar1 olusturulmustur. Bu olusturulan plaklar
steril 6ze yardim ile alinarak fungusun aktif olarak gelisen misel yiizeyi kestane dalinda
acilan delikler igerisine ters cevrilerek yerlestirilmis ve dalin odun dokusuna tam temas
etmesi saglanmistir. Yine kontrollerde inokulum olarak fungusdan ari steril PDA plag:
kullanilmistir. inokule edilen kisimlar seffaf bant ile kapatilarak numaralandirilmistir.
Inokulasyondan 2 ay sonra dallar iizerinde gdzle gériilebilecek sekilde eliptik olarak
gelisen kanser lezyonlarinin ¢aplari dal boyunca Olgiilerek milimetre (mm) olarak
kaydedilmistir. Arastirma da deneme plani tesadiif bloklar1 deneme desenine gore her

aga¢ bir blok olacak sekilde ve her blokta iki dal bir tekerriir ortalamasi seklinde



morfolojik olarak {i¢ farkli izolatla yiiriitiilmiistiir. Bunlarin yaninda, bir de kontrol
uygulamasi olarak patojen miseli icermeyen sadece temiz PDA ortami inokulasyonu
yapilmistir. Uygulamadan 1, 2 ve 3 ay sonra kanser uzunluklar1 milimetre (mm) olarak
Olgiilerek kayit altina alinmistir. Kontrol uygulamasi ise patojenden ari temiz PDA

ortami1 kullanilmstir.



3.2.2.3. Plastik Kaplarda Kesik Dal Parcasi Testi

Daha oncede bahsedildigi gibi Yigitali Mahallesi’nde dogal olarak yetisen kestane
agaclarindan rastgele secilen 4 tane kestane agacinin her biri i¢in kanserle bulasik
olmayan saglikli dallardan yaklasik 2-3 c¢cm ¢apinda yaklasik 50 cm uzunlugunda dal
pargalar1 alinip (Eliston 1985, Lee ve ark. 1992)’ dan modifiye edilerek yapilmistir.
Alman her bir dal pargasi 1’den 4’e kadar numaralandirilarak torbalara konulmustur.
Daha sonra laboratuvar ortamina getirilen dal parcalar1 steril aga¢ budama makasi
yardimiyla 30 cm uzunlugunda pargalara ayrilmistir. Ayrilan bu 30 cm uzunlugundaki
her bir dal pargast once 1slak mendil ile yiizeyleri temizlenmis ve sonra da % 70°lik etil
alkol emdirilmis pamuk ile silinerek yiizey dezenfeksiyonu yapilmistir. Yiizey
dezenfeksiyon iglemi bittikten sonra keceli kalem yardimiyla 30 cm uzunlugundaki
dalin her iki ucundan 3 cm’ ye tekabiil edecek sekilde dalin iizeri isaretlenmistir. Daha
sonra dalin iizerinde geriye kalan 24 cm uzunlugundaki kisim da 6 cm olacak sekilde 4
esit parca olarak isaretlenmistir. Bu islem her bir dal i¢in yapilmistir. Bu 6 cm
uzunlugunda olan ve 4 esit parca olarak isaretlendikten sonra steril mantar delici
yardimiyla tam ortalarina gelecek sekilde 4 tane 5 mm ¢apinda delikler agilmistir. Daha
sonra PDA ortaminda aktif gelisen morfolojik olarak farkli viriilent etkiye sahip olan 3
izolatin kolonilerinin kenar kisimlarindan steril mantar delici ile 5 mm ¢apinda fungal
miselyum agar plaklar1 olusturulmustur. Bu olusturulan plaklar steril 6ze yardimi ile
alimarak fungusun aktif olarak gelisen misel ylizeyi agilan bu delikler igerisine ters
cevrilerek yerlestirilmis ve 30 cm uzunlugundaki bu dal parcalarinin odun dokularina
tam temas etmesi saglanmistir. Yine kontrollerde inokulum olarak fungusdan ari steril
PDA plagi kullamlmustir. Inokule edilen kisimlar seffaf bant ile kapatilarak
numaralandirilmistir. Bu islem bittikten sonra seffaf plastik muhafaza kaplar1 % 70’lik
etil alkol emdirilmis pamuk ile ylizeyleri dezenfekte edilmistir. Dezenfekte islemi
bittikten sonra seffaf plastik muhafaza kaplarinin igerisine temiz kurutma kagit havlu
konulmustur. Bu seffaf plastik muhafaza kaplarinin igerisinin % 95 nem olmasi i¢in
steril saf su ilave edilmistir. Tiim islem bittikten sonra inokule edilen 30 cm
uzunlugundaki kestane dallar1 her bir seffaf plastik muhafaza kapinin igerisine iki dal
olacak sekilde yerlestirilmistir. Bu muhafaza kaplarinin numaralandirma iglemi bittikten
sonra 25 °C’ de laboratuvar ortaminda inkubasyona birakilmistir. inokulasyondan 30

giin sonra dal pargalarinin iizerinde gozle goriilebilecek sekilde eliptik olarak gelisen



kanser lezyonlarinin boyuna uzunluklari Olgiilerek milimetre (mm) olarak
kaydedilmistir. Arastirmada deneme plani tesadiif parselleri deneme desenine gore 4
tekerriirlii olacak sekilde ancak her tekerriir de iki tekrarli olarak yapilmistir. Kontrol

Uygulamasi ise patojenden ari temiz PDA ortami kullanilmistir.
3.2.2.4. Petri Kosullarinda Kesik Dal Parcasi Testi

Bu test saglikli goriilen kestane dallari ile yaklasik 2-3 cm ¢apinda ve 20 cm
uzunlugunda, Lee ve ark. (1992)‘nin kullandig: testin biraz degistirilmesi ile yapilmistir.
Buna gore, alinan her bir dal pargas: 1’den 4’e kadar numaralandirilarak seffaf posetlere
konulmustur. Daha sonra laboratuvar ortamina getirilen dal pargalar steril aga¢ budama
makas1 yardimiyla yaklasik olarak 3-4 cm uzunlugunda parcalara ayrilmistir. Ayrilan bu
parcalar dikey olarak tutularak tekrardan aga¢ buda makasi yardimiyla tam ortadan
olacak sekilde iki esit par¢aya boliinmiistiir Ayrilan her bir parca i¢in 6nce 1slak mendil
ile ylizeyleri temizlenmis ve sonra da ytizeyleri % 70’lik etil alkol emdirilmis pamuk ile
silinerek ylizey dezenfeksiyonu yapilmistir. Yiizey dezenfeksiyonu isi bittikten sonra
yaklagik 3-4 cm uzunlugunda olan dal pargalarinin kabuk dokusunun tam ortasina
gelecek sekilde 5 mm ¢apinda steril mantar delici yardimiyla delikler agilmistir. Daha
sonra PDA ortaminda aktif gelisen morfolojik olarak farkli viriilent etkiye sahip 3
izolatin kolonilerinin kenar kisimlarindan steril mantar delici ile 5 mm ¢apinda fungal
miselyum agar plaklar1 olusturulmustur. Bu olusturulan plaklar steril 6ze yardimi ile
alimarak fungusun aktif olarak gelisen misel yiizeyi 3-4 cm uzunlugunda olan kestane
dal pargalarina agilan delikler icerisine ters cevrilerek yerlestirilmis ve dal parcalarinin
odun dokularina tam temas etmesi saglanmistir. Yine kontrollerde inokulum olarak
steril PDA plagi kullanilmistir. inokule edilen kisimlar seffaf bant ile kapatilarak
numaralandirilmistir. Etiivde 120 °C sicaklikta steril edilen igerisinde kurutma kagidi
olan cam petri kaplar1 igerisine biri kontrol olmak {izere 4 adet 3-4 cm uzunlugundaki
dal parcalar yerlestirilmis ve % 95 nemlilik oranini1 elde edebilmek icin her bir cam
petri igerisine steril saf su ilave edilerek petriler parafilm ile kapatilarak
numaralandirilmistir. Bu islem her bir agag i¢in 2 seri olarak yapilmistir. Tiim islemler
bittikten sonra petriler 25 °C’de laboratuvar ortaminda inkubasyona birakilmistir.
Inokulasyondan 2 hafta sonra dal parcalarinin iizerinde gozle goriilebilecek sekilde
eliptik olarak gelisen kanser lezyonlarinin ¢aplart boyuna 6lgiilerek milimetre (mm)

olarak kaydedilmistir. Arastirmada deneme plani tesadiif parselleri deneme desenine



gore 4 tekerriirlii olarak ancak her tekerriir de iki tekrarli olarak yapilmistir. Kontrol

uygulamasi ise patojenden ari temiz PDA ortami kullanilmistir.



3.2.2.5. Yaprak Testi

Bu testte daha once diger testlerde bahsedildigi gibi rastgele segilen 4 tane kestane
agacinin her birisi i¢in kanser ile bulasik olmayan taze ve temiz olan yaklagik 10-15 cm
uzunlugunda 8 adet yaprak alinarak Newhouse ve ark. (2014)’ a gore yapilmustir.
Arazide alman bu yapraklar sekizer sekizer seffaf posetlere konulmustur ve posetler
numaralandirilmistir. Laboratuvara getirilen kestane yapraklar1 6nce 1slak mendil ile her
iki ylizeyi temizlenmis ve daha sonra % 70’lik etil alkol emdirilmis pamuk ile
yapraklarin her iki ylizeyinin de dezenfeksiyonu yapilmistir. Yiizey dezenfeksiyonu isi
bittikten sonra yapragin arka yliziindeki ana damari iiste gelecek sekilde yaprak ters
cevrilmistir. Ters cevrilen yapragin ana damarinin tam ortasina gelecek sekilde dnce
keceli kalem ile isaretlenip sonra igaretli olan kisim {iizerine steril bisturi ile 5 mm
capinda yara yeri agilmistir. Burada olduk¢a dikkatli davranilmistir. Yapragin ana
damarinin tamamen kesilmemesine 6zen gosterilmistir. Yapragin ana damarinda yara
yeri agma islemi tamamlandiktan sonra PDA ortaminda aktif gelisen morfolojik olarak
farkli viriilent etkiye sahip olan 3 izolatin kolonilerinin kenar kisimlarindan steril
mantar delici ile 5 mm capinda fungal miselyum agar plaklar1 olusturulmustur. Bu
olusturulan plaklar steril 6ze yardimu ile alinarak fungusun aktif olarak gelisen misel
yilizeyi yapragin ana damari lizerine agilan yara yerine ters g¢evrilerek yerlestirilmistir.
Daha sonra da fungal miselyum agar plagimi yapragin ana damarinda sabit olarak
durmasin1 saglamak i¢in seffaf bant ile kapatilmistir ve keceli kalem ile
numaralandirilmistir. Yine kontrollerde inokulum olarak steril PDA plag: kullanilmistir.
Bu yapilan tiim islemlerin aynis1 her bir yaprak i¢in tekrarlanmistir. Bu islem bittikten
sonra daha oncede anlatildig1 gibi seffaf plastik muhafaza kaplar1 % 70’lik etil alkol
emdirilmis pamuk ile yiizeyleri dezenfekte edilmistir. Dezenfekte islemi bittikten sonra
seffaf plastik muhafaza kaplarinin icerisine temiz kurutma kagit havlu konulmustur. Bu
seffaf plastik muhafaza kaplariin igerisinin % 95 nem olmasi i¢in steril saf su ilave
edilmistir. Tiim islem bittikten sonra inokule edilen 10-15 c¢m uzunlugundaki kestane
yapraklar1 her bir seffaf plastik muhafaza kapinin icerisine 4 yaprak olacak sekilde
yerlestirilerek seffaf plastik kaplarin her birisine numara verilmistir. Bu numaralandirma
islemi bittikten sonra da 25 °C’ de laboratuvar ortaminda inkubasyona birakilmistir.

Inokulasyondan 10 giin sonra yapraklar iizerinde gdzle goriilebilecek sekilde eliptik



olarak gelisen kanser lezyonlarinin damar boyunca uzunluklar1 Slgiilerek milimetre

(mm) olarak kaydedilmistir.

Aragtirmada deneme plani tesadiif parselleri deneme desenine gore 4 tekerriirlii olarak
ancak her tekerriir de iki tekrarli olarak yapilmistir. Kontrol uygulamasi ise patojenden
ari temiz PDA ortami kullanilmistir. Elde edilen tiim sonuglarin degerlendirilmesinde

IBM SPSS V.21 ve JUMP gibi istatistik paket programlarindan yararlanilmistir.



4. BULGULAR ve TARTISMA
Bu calisma morfolojik olarak farkli ti¢ Cryphonectria parasitica izolatinin 5 farkli
yontemle patojenisitelerinin ve virulenslerinin belirlenmesi {izerine kurulmus ve

asagidaki sonugclar elde edilmistir.

4.1. Elma Testi Sonuglari
Bu test Golden Delicious elma ¢esidinin yaklasik olarak ayni biiyiikliikteki temiz ve
saglikli meyveleri ile yapilmis olup, test baslangicindaki durum Sekil 4.1.1°de ve testin

sonundaki meyvelerde kanser gelisimi Sekil 4.1.2°de goriilmektedir.

Sekil 4.1.1. Elma testinde C. parasitica ile inokule edilmis elmalarin inkiibasyonundan
gorunim



Sekil 4.1.2. Elma testinin sonunda Cryphonectria parasitica izolatlarinin olusturdugu
lezyonlarin goriiniimii (soldan saga; kontrol, 1 no’lu izolat, 2 no’lu izolat ve 3 no’lu

izolat)

Cizelge 4.1.1. Cryphonectria parasitica izolatlarinin Golden Delicious elma gesidinde

inokulasyondan 7 giin sonra olusturduklari lezyonlarin ¢aplari (mm)

Lezyon Cap1 (mm)
Izolat Tekerriirler’ Ortalama?
No 1 2 3 4
1 15,00 14,00 14,50 14,50 14,50 a
2 14,50 14,50 16,00 11,50 14,12 a
3 12,50 15,00 15,50 14,50 14,37 a
Ortalama 14,00 14,50 15,33 13,50 14,33

1 Rakamlar 2 tekrar ortalamasi olup mm olarak verilmistir. 2 LSD Testi (P < 0.05) Ayn1
harfler ayni istatistik gurubunda oldugunu gostermektedir



Cizelge 4.1.2. Cryphonectria parasitica izolatlarinin Golden Delicious elma ¢esidinde
inokulasyondan 14 giin sonra olusturduklari lezyonlarin ¢aplari (mm)

Lezyon Cap1 (mm)
Izolat Tekerriirler’ Ortalama?
No 1 2 3 4
1 32,00 29,90 30,00 32,00 30,97 a
2 33,00 34,00 31,50 29,00 31,87 a
3 32,00 31,00 35,00 30,50 32,12 a
Ortalama 32,33 31,63 32,16 30,50 31,65

! Rakamlar 2 tekrar ortalamasi olup mm olarak verilmistir. 2 LSD Testi (P < 0.05) Ayn1
harfler ayni istatistik gurubunda oldugunu gdstermektedir

4.2. Canh Agac Testi Sonuclar

Bu test kestane ormaninda ve kestane agaci iizerinde Sekil 4.2.1°de goriildiigi sekilde
baslatilmig ve inokulasyondan sonra birer aylik araliklarla kanser yaralarinin olusup
olusmadig1 gozlenmis (Sekil 4.2.2) ve olusanlarin mm olarak dal boyunca uzunluklar
oOlgiilerek kaydedilmistir.

Sekil 4.2.1. Cryphonectrica parasitica izolati ile inokule edilmis bir kestane dali



Sekil 4.2.2. Bir Cryphonectrica parasitica izolatinin canli kestane dalinda
inokulasyondan yaklasik 2 ay sonra olusturdugu kanser belirtisi

Cizelge 4.2.1. Cryphonectrica parasitica izolatlarinin canli kestane dalinda
inokulasyondan bir ay sonra olusturdugu lezyonlarin uzunluklari (mm)

Lezyon Cap1 (mm)
izolat Tekerriirler’ Ortalama?
No 1 2 3 4
1 12,50 13,50 11,50 12,00 12,37 a
2 17,50 13,50 17,00 12,00 15,00 b
3 15,50 15,50 16,00 12,00 14,75 ab
Ortalama 15,16 14,16 14,83 12,00 14,04

! Rakamlar 2 tekrar ortalamasi olup mm olarak verilmistir. 2LSD Testi (P < 0.05) Ayni
harfler ayni istatistik gurubunda oldugunu gostermektedir.



Cizelge 4.2.2. Cryphonectrica parasitica izolatlarinin canli kestane dalinda
inokulasyondan iki ay sonra olusturdugu lezyonlarin uzunluklari (mm)

Lezyon Cap1 (mm)
izolat Tekerriirler’ Ortalama?
No 1 2 3 4
1 14,50 41,00 16,00 12,50 21,00 a
2 29,00 47,50 17,50 32,50 31,62 a
3 27,50 22,50 19,00 38,00 26,75 a
Ortalama 23,66 37,00 17,50 27,66 26,45

! Rakamlar 2 tekrar ortalamasi olup mm olarak verilmistir. 2LSD Testi (P < 0.05) Ay
harfler ayni istatistik gurubunda oldugunu gdstermektedir.

Cizelge 4.2.3. Cryphonectrica parasitica izolatlarinin canli kestane dalinda
inokulasyondan tii¢ ay sonra olusturdugu lezyonlarin uzunluklari (mm)

Lezyon Cap1 (mm)
izolat Tekerriirler’ Ortalama?
No 1 2 3 4
1 36,00 51,50 22,00 14 30,87 a
2 61,50 94,00 27,50 65 62,00 b
3 76,50 87,50 40,00 59 65,75 b
Ortalama 58,00 77,66 29,83 46,00 52,87

! Rakamlar 2 tekrar ortalamasi olup mm olarak verilmistir. 2LSD Testi (P < 0.05) Aym
harfler ayni istatistik gurubunda oldugunu gostermektedir.



Canli agag testi, tamamen dogal kosullarda, ormanlik alanda yapildigindan en g¢ok
istenen ve pratige en yakin sonucu verecegi diisliniilen testtir( Elliston 1978 ). Hatta
diger testler i¢in bir gesit pozitif kontrol gorevi gérmektedir. Bununla birlikte, dogal
ortamda bu tiir testlerin yapilmasi gerek kestane iireticilerini gerekse arastiricilari, dogal
ortama kanser yapict izolatlarin insan eli ile bulagtinlmasi nedeni ile
endiselendirmektedir. Zira test edilen izolat oradan bile izole edilmis olsa, orada
hastalik yapici inokulumun artirtlmasi s6z konusudur. Bagka bolgelerden izole edilmis
izolatlarin yeni bir alanda test edilmesi ise hi¢ istenmemektedir. Ciinkii daha biiyiik
riskler tasimaktadir. Bu calismada da test edilen izolatlar o bolgeden ve canli agag
testinin yiiriitiildiigii agaglardan izole edilmis olup, sonuglarin diger test sonuglari ile ne
denli uyusup, uyusmadig1 arastirllmistir. Testin siiresi bu testi kullanan arastiricilar
arasinda da farklilik arz ettigi i¢in aylik Ol¢limler yapilmis ve {igiincii aydan itibaren
izolatlar arasinda istatistiki anlamda farkliliklar olugmasi nedeni (Cizelge 4.2.3) ile test
sonlandirilmistir. Inokulasyondan bir ay sonraki verilerin (Cizelge 4.2.1) de yeterli
olabilecegi diisiiniilse bile, gerek iklim kosullarinin gerekse aga¢ fizyolojisinin etkisini
de gormek amaci ile iki ay sonraki verilerin (Cizelge 4.2.2) daha saglikli olabilecegi
sonucuna varilmistir. Lee ve ark.(1992)’da canli agag testi i¢in inkiibasyon siiresini 2-3
ay olarak belirtmekle beraber, kendileri bir ¢aligmalarinda son degerlendirmeyi 2 ay
tizerinden yapmiglardir. Ayni test kestane ormanlarinda veya bahgelerinde degil de en
az bir yasindaki kestane fidanlar1 tlizerinde yapildiginda ise degerlendirme siiresi 6
haftaya kadar disiriilebilmektedir (Huang ve ark. 1996). Huang ve ark. (1996)
tarafindan yapilan ¢alismada da ii¢ Cryphonectria parasitica izolat1 ile ¢alisilmis ve
daha kii¢iik ¢apli (3 mm) bir delici (cork borer) kullanilarak 4 Cin kestane ¢esidi
(Castanea mollissima) ve 4 Amerikan kestane ¢esidi (Castanea dentata)’nin kanser

etmenine kars1 reaksiyonlar1 belirlenmistir.



4.3. Plastik Kaplarda Kesik Dal Parcasi Testi Sonuclari

Bu test belirli uzunluktaki kestane dallari ile yapilmakta olup, bu ¢alismada 30 cm
uzunlugunda kestane dallar1 kullanilmigtir. Kestane agacindan alindigi giin laboratuvar
ortaminda ve plastik kaplar igerisinde yapilan bu testte (Sekil 4.3.1. ve Sekil 4.3.2)

kanser uzunluklari patojenin inokulasyonundan 15 ve 30 giin sonra Olgiilerek

degerlendirilmistir (Cizelge 4.3.1 ve 4.3.2).

Sekil 4.3.1. Plastik kaplarda kesik dal pargasi testinin genel bir goriiniimii

Sekil 4.3.2. Plastik kaplarda kesik dal pargasi testinde kullanilan bir kestane dalinin
inokulasyondan 30 giin sonraki goriiniimii



Cizelge 4.3.1. Plastik kaplarda kesik dal pargasi testinde Cryphonectria parasitica
izolatlarinin inokulasyondan 15 giin sonra olusturdugu kanser uzunluklar1 (mm)

Lezyon Cap1 (mm)
izolat Tekerriirler’ Ortalama?
No 1 2 3 4
1 15,50 44,00 25,50 33,00 29,50 a
2 16,00 45,00 30,00 33,00 31,00 a
3 18,50 38,50 32,00 34,50 30,87 a
Ortalama 16,66 42,50 29,16 33,50 30,45

! Rakamlar 2 tekrar ortalamasi olup mm olarak verilmistir. 2LSD Testi (P < 0.05) Ay
harfler ayni istatistik gurubunda oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.3.2. Plastik kaplarda kesik dal pargasi testinde Cryphonectria parasitica
izolatlarmin inokulasyondan 30 giin sonra olusturdugu kanser uzunluklar: (mm)

Lezyon Capi (mm)
izolat Tekerriirler’ Ortalama?
No 1 2 3 4
1 23,00 53,50 46,00 44,50 41,75 a
2 24,00 56,50 48,00 46,50 43,75 a
3 31,50 51,00 52,50 45,50 45,12 a
Ortalama 26,16 53,66 48,83 45,50 43,54

! Rakamlar 2 tekrar ortalamasi olup mm olarak verilmistir. 2LSD Testi (P < 0.05) Aym
harfler ayni istatistik gurubunda oldugunu gostermektedir.

Plastik kaplarda kesik dal pargasi testinde elde edilen sonuglar Cizelge 4.3.1 ve 4.3.2°de
ayrintili olarak goriilebilecegi gibi ortalamalara dikkat edildiginde izolatlar arasindaki
viriilens degerlerinin istatistiksel olarak ayni grupta yer almalari, sadece rakamlarin
bliylimesi bu testin siliresinin bir ayla sinirlandirilmasi yoniinde kanaat olusmasina
neden olmustur. Ayrica, daha fazla beklendiginde kanser uzunluklarinin birbirlerine
temas1 da s6z konusu olabilmektedir. Lee ve ark.(1992)’da bu test i¢in inkubasyon

suresini 5 hafta olarak belirtmektedirler.



4.4. Petri Kosullarinda Dal Parcasi Testi Sonucu

Bu test plastik kaplarda kesik dal parcas testine gore gerek daha kii¢iik bir alanda daha
fazla sayida izolatin degerlendirilmesine olanak saglamasi gerekse daha kisa siirede
sonu¢ vermesi acisindan Onemlidir. Bu g¢aligmada, testin baslangic goriintiileri Sekil

4.4.1°de, test sonundaki goriintiileri Sekil 4.4.2°de ve test sonucunda elde edilen veriler

Cizelge 4.4.1°de goriilmektedir.

Sekil 4.4.1. Petri kosullarinda kesik dal pargasi testinde C. parasitica ile inokule edilmis
dal pargalari

e . b
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Sekil 4.4.2. Cryphonectria parasitica’nin petri kosullarinda kesik dal pargasi testinde
inokulasyondan 8 giin sonra olusturdugu kanser lezyonlarinin gériiniimii



Cizelge 4.4.1. Petri kosullarinda kesik dal pargasi testinde Cryphonectria parasitica
izolatlarinin inokulasyondan 8 giin sonra olusturdugu kanser uzunluklar1 (mm)

Lezyon Cap1 (mm)
izolat Tekerriirler’ Ortalama?
No 1 2 3 4
1 44,50 30,00 33,00 24,00 32,87 a
2 38,50 29,00 32,50 27,50 31,87 a
3 42,50 35,50 30,00 25,50 33,37 a
Ortalama 41,83 31,50 31,83 25,66 32,70

! Rakamlar 2 tekrar ortalamasi olup mm olarak verilmistir. 2LSD Testi (P < 0.05) Ay
harfler ayni istatistik gurubunda oldugunu gdstermektedir.

Cizelge 4.4.1 dikkatlice incelendiginde izolatlar arasinda olusturduklar1i kanser
uzunluklarina gore istatistiksel 6neme sahip farklar bulunmadigi ve testin daha fazla
stire olarak uzatilmasi durumunda kanser yaralarinin gelisebilecegi bir alan kalmadigi
(Sekil 4.4.2) goriildiigiinden test siliresinin 8 giin ile sinirlandirilmasi tarafimizca uygun
bulunmustur. Hatta bu testle yapilan benzer bir c¢aligmada degerlendirme
inokulasyondan 4 giin sonra yapilmistir (Lee ve ark. 1992). Bu test, 1990’1 yillarda
hizli ve verimli bir test olarak tanitilsa da petri kosullarinda ve 3-4 cm ’lik kestane dal
parcalar1 ile ortadan boliinerek yapilmasi gibi dezavantajlar1 da beraberinde
tasimaktadir. Biitlin bunlara ragmen, kestane dal parcalar1 ile yapiliyor olmasindan
dolay1, her ne kadar bu ¢alismada elma meyvesi testi ile ayni istatistik gurubuna

girmesine ragmen, elma meyvesi testinden daha giivenilir oldugunu diistinmekteyiz.



4.5. Yaprak Testi Sonuglari

Bu testin oldukca yeni olmasi ve petri kosullarindaki kesik dal pargasi testi gibi kisa
siirede sonu¢ vermesi en Onemli tercih nedenini olusturmaktadir. Testin baslangi¢
goriintiisii  Sekil 4.5.1°de, test basladiktan sonraki 10’uncu gilindeki kestane
yapragindaki kanser gelisimi Sekil 4.5.2’de goriilmektedir. Testin 10’uncu giindeki
degerlendirilmesi ile ilgili sonuglar Cizelge 4.5.1 ve 14’lincii giindeki degerlendirilmesi

ile ilgili sonuglar ise Cizelge 4.5.2°de verilmistir.

Sekil 4.5.1. Cryphonectria parasitica’nin patojenisitesinin test edildigi yaprak testinin
genel goriinimii



Sekil 4.5.2. Cryphonectria parasitica’nin patojenisitesinin yaprak testinde

inokulasyondan 10 giin sonraki goriiniimii

Cizelge 4.5.1. Cryphonectria parasitica izolatlarinin yaprak testinde inokulasyondan 10

giin sonraki olusturdugu kanser lezyonlarinin uzunluklari (mm)

Lezyon Cap1 (mm)
izolat Tekerriirler’ Ortalama?
No 1 2 3 4
1 47,00 38,50 58,50 33,50 44,37 a
2 53,00 45,00 48,50 43,00 47,37 a
3 60,00 40,00 49,00 42,50 47,87 a
Ortalama 53,33 41,16 52,00 39,66 46,54

! Rakamlar 2 tekrar ortalamas1 olup mm olarak verilmistir. 2LSD Testi (P < 0.05) Aym
harfler ayni istatistik gurubunda oldugunu gostermektedir.



Cizelge 4.5.2. Cryphonectria parasitica’nin yaprak testinde inokulasyondan 14 giin
sonraki olusturdugu kanser lezyonlarinin uzunluklar1 (mm)

Lezyon Cap1 (mm)
izolat Tekerriirler’ Ortalama?
No 1 2 3 4
1 63,50 48,50 72,50 44,00 57,12 a
2 60,50 62,50 61,00 59,00 60,75 a
3 71,00 66,00 60,00 56,50 63,37 a
Ortalama 65,00 59,00 64,50 53,16 60,41

! Rakamlar 2 tekrar ortalamasi olup mm olarak verilmistir. 2LSD Testi (P < 0.05) Ay
harfler ayni istatistik gurubunda oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.5.1 ve Cizelge 4.5.2 dikkatlice incelendiginde, izolatlar arasinda
olusturduklar1 kanser uzunluklari bakimindan istatistiki anlamda 6nemli bir farkin
olusmadig1, sadece kanser belirtilerinin boylarmin uzadigi goriilmektedir. Bu nedenle,
10-14 glinlik bir inkiibasyon siiresi yeterli goriilmektedir. Bununla birlikte, bu
caligmada yapraklar sekonder enfeksiyonlara maruz kalincaya kadar beklenmesi uygun
goriilmiis ve degerlendirmeye esas olan siire 14 giin olarak alinmistir. Bu testi bilim
diinyasina ilk kez duyuran arastiricilar ise bu test i¢in 4-7 giinliikk bir inkubasyon
siresini degerlendirme i¢in yeterli bulmuslardir. Bu ¢alismadan elde ettigimiz sonuglara
gore ise 4 giinlik bir inkiibasyon siiresinin saglikli degerlendirme igin yeterli
olamayabilecegi fakat 7 gilinlik bir inkubasyon siiresi ile de saglikli sonuglar
alinabilecegi yoniindedir. Inkubasyon siiresinin 15 giinden fazla siirmesi ise yapraklar
lizerinde saprofitik patojenlerin gelismesine veya yapraklarin clirlimesine neden

olabilmektedir.

4.6. Cryphonectria parasitica Izolatlarmimn Farkh Testlerde Olusturduklar1 Kanser
lezyonlarin Birbirleri ile Karsilastirilmasi

Bu ¢alismada Cryphonectria parasitica’nin ii¢ izolatnin farkli testlerde olusturduklari
kanser lezyonlarin ortalama uzunluklart mm olarak Cizelge 4.6.1°de verilmistir.



Cizelge 4.6.1. Cryphonectria parasitica’nin {i¢ izolatinin farkl testlerde olusturduklari
kanser lezyonlarin ortalama uzunluklar1 (mm)

Testin Ad1 Ortalama Kanser Uzunlugu (mm)
Canli Agag Testi 52,8750 a'
Elma Testi 31,6583 b
Plastik Kaplarda Kesik Dal Parcas1 Testi 43,5417 a
Petri Kosullarinda Kesik Dal Testi 32,7083 b
Yaprak Testi 46,5417 a
'LSD Testi (P <0.05)

Cizelge 4.6.1 dikkatlice incelendiginde elma testi ile petri kosullarinda kesik dal pargasi
testinin ayni istatistik gruba girdigi, diger lic testinde farkli bir grupta yer aldigi
goriilmektedir. Bu testlerin birbirleri ile karsilagtirilmasinda kriter olarak canli agag testi
alimmistir. Ciinkii canli agac testi pratige en yakin sonuclarin alinacagi test olarak
diistiniilmektedir. Buna gore, canli agac testi ile ayn1 grupta yer alan plastik kaplarda
kesik dal pargasi testi ve yaprak testi bu g¢alismanin en 6nemli bulgusu olarak
diisiiniilebilir. Plastik kaplarda kesik dal pargasi testi ile yaprak testinin laboratuvar
ortaminda yapilabiliyor olmasi canli aga¢ testine gore en Onemli avantajlaridir. Test
siiresi olarak bakildiginda ise yaprak testinin plastik kaplarda kesik dal parcasi testine
gore yaklasik 15 giin daha kisa olmasi nedeni ile ayrica bir tercih nedeni olabilir.
Newhouse ve ark. (2014)’na gore ise bu siire 4-7 giine kadar diisiiriilebilir. Biitlin bu
bilgiler birlikte degerlendirildiginde, eger canli agac testi yapilamiyor veya
yaptirilmiyor ise, laboratuvar testleri igerisinde canli agag testine en yakin sonucu veren
ve ayni istatistik gurubuna giren plastik kaplarda kesik dal parcasi testi ve yaprak testi
ile  Cryphonectria parasitica izolatlarmin kestane ¢esitlerindeki viriilenslikleri

belirlenebilir.



5. SONUC

Bu calismada, ii¢ Cryphonectria parasitica izolatinin 5 farkli yontemle viriilenslikleri
belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu yontemlerden canli agag testi ile her kosulda benzer veya
paralel sonuglar1 verebilecek ve laboratuvar ortaminda yapilabilecek 4 testle de aym
izolatlarin performanslar1 arastirilmistir. Calisma sonunda ise canli agag¢ testi ile
laboratuvar ortaminda da yapilabilen plastik kaplarda kesik dal pargasi testi ve yaprak
testi ayni istatistiksel guruba girmislerdir. Diger testler yani elma meyvesi testi ve petri
kosullarinda kesik dal pargasi testi canli agag testi sonuclari ile ayni istatistiksel guruba
giremediginden daha giivensiz bulunmuslardir. Bununla birlikte bundan sonraki
calismalarin daha fazla sayidaki Cryphonectria parasitica izolati ile ve daha farkli
zamanlarda yapilan ol¢iimlerle yapilmasimin ve bunlarin canli agag testi sonuglart ile

korelasyonlarinin arastirilmasinin yararli olacagi diisiincesindeyiz.
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