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OZET
Yuksek Lisans Tezi

BURSA L NDE KESTANE KANSER NE NEDEN OLAN CRYPHONECTRIA
PARASITICA (MURR.) BARR.’NIN B YOLOJ K KONTROLU UZER NDE
CALlI MALAR

Nilifer AVGAN

Uluda Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisi
Bitki Koruma Anabilim Dal
Dan man: Dog. Dr. Himmet TEZCAN

Bu cal ma Bursa ili s nrlar igerisindeki t¢ farkl bdldeki kestane alanlar nda 2011-
2012 y llar nda yap Imtr. Bu bélgeler OsmangadZcesi Yi itali Koyd, Y Id rm Icesi
Cumal k z k Koyl ve Karacabeycesi Kurunlu Koyu kestane alanlar dr. Aktif ve
iyile mi Kestane Kanseri belirtisi gosteren kestanackr ndan Patates Dekstroz Agar
(PDA) ortam ndaCryphonectria parasitica n fungal izolasyonlar yap Imtr. Buna
gore, Kestane Kanserine neden ol@n parasitican n izolasyon skl 2011-2012
yllar i¢in Yi itali, Cumal k z k ve Kurunlu Koylerinde sras yla %51,2 — %42,8 ;
%70 — %48 ve %49,6 — %40,8 oranlar nda olimu Bu durumC. parasitican n tim
bblgelerde birinci derece Kestane Kanseri etmearasd var olduunu gostermtir.
Karacabey Igcesi Kurunlu Koyl kestane alan nda yeiiicili i yap lan U¢ kestane
ceidindeki do al aktif (=virulent) kestane kanserlerine kayine bu bdlgeden izole
edilen bir hipovirulent izolat n etkilili aratrIlm ve Sar A (=Osmanolu) ¢e idinde
daha az etkili oldw saptanmtr. Di er iki ceit olan Kara A ve talyan Sars
(=Maraval74) catlerinde hipovirulent rk daha etkili olmtur. Daha sonra laboratuvar
ko ullar nda ve petri kab icerisinde kesik kestankpdacalar Gzerinde bu géerin C.
parasitican n virulent ve hipovirulent izolatlar na karduyarl | klar da aratrim tr.
Bu testin sonucundaC. parasiticdya ceitlerin duyarllklarnn srasyla Sar A
(=Osmanolu), Kara A , talyan Sars (=Maraval74)eklinde olduu belirlenmitir.
Kestane Miuirekkep Hastalna dayan kl olduu bilinen Maraval74’in Kestane
Kanserine de k smen dayan kl oldubelirlenmitir.

Anahtar Kelimeler: Kestane, Kestane Kanse@ityphonectria parasitica
2013, viii + 46 sayfa



ABSTRACT
MSc. Thesis

THE STUDIES ON BIOLOGICAL CONTROL OF CHESTNUT BLIGH T
CAUSED BY CRYPHONECTRIA PARASITICA(MURR.) BARR. IN BURSA
PROVINCE OF TURKEY

Nilufer AVGAN

Uluda University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection
Supervisor: Assoc. Prof. Himmet TEZCAN

This study was performed in three different cheistegions inside the boundaries of
Bursa province of Turkey between the years 2011281@. These chestnut regions are
Yi itali Village in Osmangazi district, Cumal k z k Nage in Y Id r m district and
Kur unlu Village in Karacabey district. Fungal isolatiof Cryphonectria parasitican
Potato Dextrose Agar (PDA) was done from active eméd chestnut trees which have
chestnut blight symptoms. The isolation frequen@ésC. parasitica which causes
chestnut blight, were found to be 51,2% — 42,89%90%7- 48% ve 49,6% — 40,8%
respectively in the Yiitali, Cumal k z k and Kurunlu villages during the years 2011-
2012. This situation showed th@t parasiticais the major factor of chestnut blight in
these regions. A research was done to understandftiactiveness of an hypovirulent
isolate which was isolated in Kumlu Village, Karacabey district against naturally
active (=virulent) chestnut blights that are obsenn three different chestnut types
which are cultivated in the same region and thectiffeness was found to be lower on
Sar A (=Osmanolu) type. The hypovirulent type was more effectve the other
types: Kara A and talyan Sars (=Maraval74). Furthermore, the sestses of the
same chestnut types to the virulent and hypovitulesiates were investigated in the
laboratory by using the cut chestnut stems in @td gishes. At the end of this test, the
order of sensitiveness of the types to the viruisolate ofC. parasiticawas found to
be Sar A (=Osmanolu), Kara A , talyan Sars (=Maraval74) respectively. It was
determined that Maraval74, which is known to bastasat to chestnut ink disease, is
also partially resistant to chestnut blight.

Keywords: Chestnut, Chestnut bligh€ryphonectria parasitica
2013, viii + 46 pages
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“Bursa linde Kestane Kanserine Neden Ol&@ryphonectria parasitica(MURR.)
BARR.” nn Biyolojik Kontrolii Uzerinde Calmalar’ isimli bu cal ma Uluda
Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisii Bitki Korumanabilim Dal nda Yiiksek Lisans
Tezi olarak haz rlanmt r.
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Bitkiler aleminin Fagales tak m , Fagaceae familyasKay ngiller) icerisinde mes ve
kay nla birlikte bulunan kestanenin en 6nemli 4it@astanea sativd.. (=Avrupa
kestanesi)Castanea mollissimgin kestanesi)Castanea crenatéJapon kestanesi) ve
Castanea dentata(Amerikan kestanesi)'dr. Turkiye'deki kestanelele Avrupa
kestanesi grubundad r. Kestan€agtanea satival.), kuzey yar m kirenin Asya,
Avrupa ve Amerika k talar nda ve ksmen de Guneyelka'da kiltire al nan bir
meyve turadidr. Bu meyve tirt & ve yapraklar yla da yarar $amakla birlikte as |
meyveleriyle arlk ve ekonomik 6nem kazannmir. GUnumuzde talya, Fransa,
spanya, Portekiz gibi Avrupa; Cin, Japonya, KorétKiye gibi Asya ulkeleri bd ca
kestane Ureten Ulkeler aras nda yer almakta, bunj@n nda Yunanistan, Bulgaristan,
Romanya, Macaristan, Yugoslavya, Cek Cumhuriydtiy&kya, svicre ve Kafkasya'da
da kualtara ve yettiricili 1 yap Imaktad r. ABD, ylzy | n bdar na kadar énemli bir
Uretim alan olmusa da, kestane kanserinf@rgyphonectria parasiticabu tlkede geni
Olciide zarar yapmas ndan sonra, Uretim ¢ok azatmrurkiye’de kestane Anadolu’da
Do u Karadeniz'den bdayarak, tum Karadeniz boyunca yay Imakta, Marngearesi
ve Bat Anadolu’dan Antalya k y lar na kadar utaaktad r (Soylu 2004).

Ticari olarak kestanenin tuketinekilleri ba | ca iki ana grupta toplanabilir. Bunlar taze
ve i lendikten sonra tiketimdir. Taze tiketim, meyveld@dze 6zelliklerini koruduklar
ekliyle pazarlanmas d r. Meyvelerin lendikten sonra tiketimi icerisinde kestane
puresi, konserve olarak derlendirme, kestaneekercili i gibi farkl de erlendirme
ekilleri bulunmaktad r (Soylu 2004).

Dunya’'da ve Turkiye'de kestane aglar n n mevcut durumu ve elde edilen kestane
meyve miktarlar Cizelge 1.1, Cizelge 1.2, Cizelgé ve ekil 1.1’de verilmitir.



Cizelge 1.1.0nemli kestane Ureticisi ulkelerin 2010 y | Unetimiktarlar ve Uretim
alanlar (Anonim 2012 a)

Ulkeler Uretim alan (ha) | Uretim (ton)
Cin 295 000 1 620 000
Gulney Kore 36 600 82 200
Tarkiye 38 400 59 171
Bolivya 42 900 53 577
talya 24 500 42 700
Japonya 21 700 23 500
Portekiz 34 600 22 400
Dinya Toplam 525711 1 944 996

Cizelge 1.1'de kapsaml olarak gorulebilecézere diinyada, 525 711 ha alanda, 1 944
996 ton kestane uretimi yap Imaktad r. Cin kestéinetiminde lider konumda olup
Guney Kore 2., Turkiye 3. srada yer almaktad r ¢Aim 2012 a). Turkiye icerisinde

kestane uretim alanlar ve miktarlar bdlge baz Qizelge 1.2'de gortulmektedir.

Cizelge 1.2Bolgelere gore Turkiye’nin en 6nemli toplu kestatenlar (dekar) ve
dretim miktarlar (ton) (Anonim 2012 b)

) Toplu Kestane S
Bdlge Alarl?lar (dekar) Uretim (ton)
1. Ege Bolgesi 95 48p 36 531
2. Do u Marmara 17 421 3470
3. Bat Marmara 2318 2 090
4. Bat Karadeniz 4130 16 045
5. Do u Karadeniz 12( 1970
6. Akdeniz 80 102

Cizelge 1.2 incelendinde, Ege Boélgesi 95 485 da toplu kestane alarB&&31 ton
uretim miktar ile 1. srada yer almaktadr. Egeld&$i'ni toplu kestane alan
bak m ndan 17 421 da ile Do Marmara, uretim miktar bak m ndan ise 16 045iten
Bat Karadeniz izlemektedir. Turkiye’de 6nemli topkestane dretim alanlarnn ve

dretim miktarlar n n il baz nda dd m ise Cizelge 1.3'te gortulmektedir.



Cizelge 1.3. llere gore Turkiye’nin en dnemli toplu kestane #éan(dekar) ve Uretim
miktarlar (ton) (Anonim 2012 b))

Toplu Kestane S
| AlarF])Iar (dekar) Uretim (ton)
1. Ayd n 65 691 20 375
2. zmir 25 360 9019
3. Yalova 11 077 1028
4. Bursa 5 16( 1499
5. Kastamonu 334b 6 904
6. Manisa 3165 2 645
7. Bal kesir 21772 1471
8. Kocaeli 1159 304
9. Denizli 880 1541
10. Bartn 710 2822
11. Kutahya 20( 2814
12. Canakkale 146 619
13. Afyon 100 98
14. Mu la 89 47
15. Antalya 80 73
16. Sinop 75 4 503
Turkiye Toplam 119 559 60 270

Cizelge 1.3’ de ac kca gorulda gibi, Turkiye iller s ralamas nda Ayd n ili 65 69
dekar toplu kestane alan ve 20 375 ton Uretim anikte 1. s rada yer almaktad r. 25
360 da toplu kestane alan ve 9 019 ton uretim anikte Ayd n’ zmir izlemektedir.
Bu iller icerisinde Bursa ise 5 160 da toplu kestatan bak m ndan 4., 1 499 ton
dretim bak mndan 9. srada gorinmesinemian Marmara Boélgesi icerisindeki
kestanelikleri, tek bana %51'ini temsil etmesi kil 1.1) hala Bursa’n n kestane

yeti tiricili i a¢ s ndan 6nemli oldwnu gdstermektedir (Anonim 2012 b).

Sakarva 2% Tetanbul 2%

ekil 1.1. Marmara Bolgesinde kestane vyaticili i yap lan illerin 2010 y | verilerine
gore da | m (Anonim 2012 b)



Kestane kanseriQryphonectria parasiticahastal , dinyan n dei ik dlkelerinin ve
Turkiye'nin kestane alanlar nda yayg n olan velgiez aaclar n tamamen kurumas na
neden olan dnemli bir kestane hastalr (Celiker ve Onour 2011). Yurdumuzda
Kestane kanseri, ilk defa 1967 y | nda Marmara Bélonde goralmitir (Delen 1979).
Hastal k Bursa ve Sakarya'da, Yalova’'da, Bolu, $inkastamonu, Zonguldak, Bart n,
Bal kesir, Canakkalezmir ve Manisa’da ve son olarak da kestane gmtili inde ilk
sray alan Ayd n ilinde tespit edilntir (Ak Il 2008).

Kestane kanseri etme@iryphonectria parasitica, Fungleminin Ascomycotddlimda,
Pezizomycotaalt boélumi, Sordariomycetess n f, Diaporthales tak m Valsaceae

familyas na girmektedir (Erdin ve Kdse 2003).

Kimyasal yolla mucadelesi mumkin olmayan bu hdst#é ve d karantina dnlemleri
ve kultirel uygulamalarla kontrol edilmeye cdimaktad r (Celiker ve Onaur 2011).
Bugiine kadar en etkili kontrol yéntemi patojeniryddojik kontroliinde hipovirulent
(=d0 Uk iddette hastal k olduran) rklarn kullanmdr (Erincik ve ark. 2011)
Hipovirulent rklar yoluyla biyolojik kontrol kestee kanseri igin geni Ol¢lde
kullan lan kontrol yontemidir ve iyildirici bir 6nlem olarak gou ulkelerde baar | bir
ekilde uygulanmaktad r (Ak Il ve ark. 2011).

Bursa ili snrlar icerisinde yap lan ¢aihalarda kansere neden olan virtilent ve onun
iddetini di tren hipovirulent rk n varl daha 6nce yap lan cainalarla belirlenmitir
(Baykal ve ark. 2000, Tezcan ve Mert 2009). Bunutalikte gerek iklim

ko ullar ndaki dei im, gerekse yerel cilerin 6zelliklerindeki farkl | klar ve bélgesel
ko ullar hastal n seyrini ve virllent/hipovirilent orannn yakawl takibini
gerektirmektedir. Bu nedenle, bu catada Bursa’'daki mevcut durum ve yereliter

baz nda biyolojik kontrol ¢calmalar n n baar oran ortaya konmaya ¢alm tr.



2. KAYNAK OZETLER

svicre’de yap lan bir calmaya goére Avrupa kestane ormanlar nGayphonectria
parasitican n populasyon yap s ve hastal k gehi do al hipovirulensin mevcudiyeti
aratrim tr. Buna goére, calman n yap Id iki bolgeden birinde hipovirtlent olarak
kabul edilen beyaz izolatlar %59 oran nda izoldigain di er bélgede bu oran %40
olarak belirlenmitir. Glney svicre’de 4 y Il k bir siire boyunca yap lan bu calada
kanserli dal oran her iki parselde de %37’den %@&Xkm tr. Ancak, kanserden 6lUm

oran ise %15 olarak belirtilmtir (Bissenger ve ark. 1997).

Yap lan baka bir cal mada, Amerikan kestanesi kullan lara€ryphonectria
parasiticd nn virulenslii test edilmesi icin hzl ve tekrarlanabilir bir etot
geli tirilmi tir. Amerikan kestane @ac govdelerinden keserek al nnkabuk ve odun
dokusu ornekleri virulent ve hipoviruler@. parasitica rklar ile inokule edilmitir.
Ornekler 25°C’ de 4 giin boyunca inkiibe edilnaé virulenslik kahverengi nekrotik
hiicrelere sahip kabuk ve odun dokusu alan olaekrtendirilmi tir. Virulent rklar
her doku Orneinde surekli daha genibir alana zarar verirken (3,62-3,67cm?),
hipovirulent rklar 2,16 cm? veya daha az bir alaasar vermitir. Ya ayan aaclar ve
keserek al nm govdelere ayn fungal rklar inokule edilrir. Elde edilen bu test
sonugclar , kabuk/odun testleriyle kda trIm tr. A aclardan ve kesilmigévdelerden
virulens deerlendirme verileri, kabuk/odun verileri ile ikili oldu u gortlmuatar.
Bununla birlikte, kabuk/odun doku testinin gerekiibasyon siresi gerekse kolayl k ve
tekrarlanabilirli i a¢ s ndan dstun oldw gorulmatir (Lee ve ark. 1992).

Yap lan baka bir cal mada talya’'da Cenova yak nlar ndaki Portofino park nda
bulunan bir korulukta kanser skl ve iyile mi kanserler deerlendirilmi tir. Bu
koruluktaki 20 yandan buyuk butin aclarda bir ya da birden fazla kansere
rastlanm , bununla birlikte bu kanserlerin yakla %90’ n n iyile mi kanserler olduu

gorulmu tar (Milgroom ve Cortesi 2004).

Guney Balkanlar'da&ryphonectria parasitica n vejetatif uyum tiplerinin caetlili i ve

e tip ile ilgili cal ma yap Im tr. Buna gére Makedonya’dan 786 izolat n neredeyse



tamam nn (%94) tek bir vejetatif uyum tipine dabidu u; ayr ca Yunanistan’dan
izole edilen 379 izolatn tamamnn bu vejetatifuny tipinden (EU-12) oldw

saptanmt r (Sotirovski ve ark. 2004).

Yaplan bir cal maya gore, Yunanistan’'n her yerine yaylmll kestane
populasyonundan 627 izolat elde edilmve bunlarn vejetatif uyum tipleri
belirlenmi tir. EU-12, %88 oranla en bask n vc tipi olrtwr. Bunu %6 ile EU-2, %3
ile EU-10 ve %2 ile EU-1 takip etntir. EU-12, 11 populasyonun tamam nda
bulunmutur. Ayr ca do al hipovirulens 11 populasyonun tamam nda incelersadece
5’'inde bulunmutur (Perlerou ve Diamandis 2006).

Yap lan di er bir cal maya goére, Portekiz’de Madeira ve Azores tak madalaki
kestane yettirilen bdlgelerden izole edilen toplam 617 izodafs nda 9 vejetatif uyum
tipi tespit edilmitir. Buna gore EU-11 toplam izolat n %80,2’sini dlurmas yla en
yayg n vejetatif uyum tipi oldw bulunmutur. Bunu %7,1 ile EU-12 ve %6,6 ile EU-
66 takip etmitir. Ayrca 617 izolat aras nda sadece 1 tane helggmvirus enfekteli
Cryphonectria parasiticaizolat olarak belirlenmtir. Bu hipovirulens orannn
dd UklG G hipovirus giriinin Portekiz’de ¢ok yeni oldwna balanabilirli i ifade
edilmi tir (Braganca ve ark. 2007).

Yap lan dier bir cal mada Floransa yak nlar ndaki ¢ kestane komld5 yldr
izlenmi tir. Kanserin varl , zarar, farkl tip kanserlerin derlendiriimesi ve boélge ile
ili kileri belirlenmi tir. Buna gére bu hastaln goruli skl  enfekteli sirgtnlerin
%67-%99’u aras nda de mi tir ve kanser %6 ve %12 aras nda 6lume neden almu
yile mi kanserler kaydedilmitoplam enfeksiyonun %70-%88'’ini, normal kanserler
ise %9-%12,5'unu gosterntir (Turchetti ve ark. 2008).

Yap lan baka bir cal mada ise Kuzeyspanya ve Guneybat Fransa'daki 43 kestane
bdlgesindekiCryphonectria parasiticapopulasyonlar n n vejetatif uyum tipi analizi
ortaya konmutur. Buna gore Pyrenees Dar 'n n kuzeyindeki iki bdlgede ve Pyrenees
Da lar boyunca uzanan 3 bodlgeden 6rnekler toplanra elde edilen 682 izolatta 61

vejetatif uyum tipi gozlemlenmiir. Mevcut izolatlar n %14’'G olan 95 izolat daha



onceden bilinen Avrupa vejetatif uyum tiplerindeigdiriyle uyu mam tr (Robin ve
ark. 2009).

Yap lan di er bir cal maya goére, Kuzeyspanya’n n Asturias Eyaleti'nde elde edilen
778 izolat n neredeyse tamam (%95) vc tip olan Elle uyumlu, %5’inin ise EU-13
ile vejetatif uyumlu olduu gorulmuatir (Gonzalez-Varela ve ark. 2011).

Kestanede Cryphonectria parasitica’nn neden oldw lezyonlarn gelimi ve
enfeksiyondaki mevsimsel etki ile ilgili yap lanrb¢al mada ise en fazla lezyon
geli imi ilkbaharda ve yaz n yap lan inokulasyonlardanoltur ve lezyon gelimine
mevsimsel etki 6nemli bulunmiwr. Strginlerde lezyon gelini oran nda maksimum
ve minimum s cakl klar ile yanurlar n toplam 6nemli oranda ikili bulunmu tur
(Guerin ve Robin 2003).

A | Amerikan kestane aclarnda Cryphonectria hipovirus 1(CHV-1) in
yay Imas ndaC.parasiticah n stroma Uretimi ve orta derecede pigmentli itaian
onemi aratrim tr. Buna go6re CHV-Tin da Imasna, al a aglarda stroma
Uretimine, orta derecede pigmentli izolatlarda & bnormal pigmentli izolatlar n
mevcudiyeti katk da bulunabilir sonucu ¢ kar Itr. Daha genel bir baka, CHV-Tin
yay Imas nda ve d a aclarda yan kl n yiuksek dizeyde kontrolinde bu durumun

onemli olabilecei vurgulanm t r (Hogan ve Griffin 2008).

Yaplan dier bir cal maya goére, Makedonya'da kestane kanseri fungusundak
Cryphonectria hipoviris 1 (CHV-1) olu u incelenmitir. Buna gore 19 farkl
bdlgeden elde edilen 488.parasiticaizolat n n 95 izolat nda (%19,5) dsRNA icerdi
goralma tar (Sotirovski ve ark. 2006).

Anagnostakis (1995) taraf ndan yap lan bir derleenase, kestanenin hastal k ve
zararlar ndan bahsedilntir. Derlemenin giri k sm nda kestanenin Latince tur isimleri
ve kestane acnn hangi endustri dallar nda kullan Id tablo olarak verilmitir.
Ayr ca kestane icin onemli olan murekkep hasta(Phytophthora cinnamoniye



C.parasiticaayr ntl olarak anlat Im, kestane tirlerinin karakteristik 6zelliklerinden
bahsedilmitir.

Slovakya'da yap lan bir calmada, Cryphonectria parasiticaco unlukla Glkenin
do usundaki kestane vyetirilen bolgelerinde meydana geldi belirtiimi tir.
C.parasitican n 8 vc tipinin tamam nn EU-12 ile uyumlu oldu tespit edilmitir.
Do al hipovirulens bulunmantr. Ancak, hipovirulent rklar ile biyo kontrol bar |
olmu tur. Hipovirulent rklarla kanser etkisinin kontibl%22,1 ile %83,6 aras nda

de i mi tir (Juhasova ve Bernadovicova 2001).

Yap lan baka bir cal mada; Bosna-Hersek, Do spanya (Catalonia) ve Fransa'da
Cryphonectria parasiticah n vejetatif uyum tip catlili i aratrim tr. C.parasitica
populasyonlar her ulke icinde ve Ulkeler aras ad& bir bicimde farkl olarak ortaya
¢ km tr. Bosna Hersek'te bdlgeye Haolarak EU-1, EU-2, EU-12 ve EU-13 bask n
vc tipleri, spanya’da (Catalonia) ise EU-2 olarak saptahm Do u Fransa’da bask n
vc tipleri EU-1 ve EU-5 iken Bat Fransa’da EU-38 ¥U-72 olarak gorUlmiir
(Trestic ve ark. 2001).

Macaristan’da yap lan bir camada ise, Sopron tepelerinin ormanlar ndaki kestane
kanseri yay I m incelenmiir. Buna gore enfeksiyon oran %35 ‘e varan ornadn
bolumlerinde farkl olarak gortulmtiir. 6 vejetatif uyum tipi bulunmtur ve bunlar n
ikisi yayg n ve tepelerin tamam nda ortaya ¢ km. Hastal n uygulanabilir kontroll
icin  donaturdlmd  hipovirulent rklar denenmiir. Cal ma yaplan alanda
inokulasyondan 8 hafta sonraaglar n %90’dan fazlas iyileni oldu u goralmuttr
(Vidoczi ve ark. 2007).

H rvatistan’da yap lan bir caimaya goére, kestane kanserinde vejetatif uyum tipi
ceitlili i aratrim tr. Buna gore, H rvatistan’ n kestane yétilen ky ve karasal
bdlgeleri boyunca 10 kestane populasyonundan G8@honectria parasiticazolat
elde edilmitir. 18 vejetatif uyum tipi tan mlanntr. EU-1 vc tipi en yayg n olarak
bulunmu ve izolatlar n %42,9'unu oldurmu tur. Bunu %21 ile EU-2 ve %14,2 ile



EU-12 izlemitir. PDA ortam nda bu 338.parasiticaizolat aras nda 147 izolat beyaz,
99 izolat orta ve 92 izolat turuncu renkte oldwgdrulmutir (Kristin ve ark. 2008).

Slovenya'da yap lan bir camaya gore yine, kestane kanserinde vejetatif uyiym t
ceitlili iaratrim tr. Buna gore, 11 Sloven populasyondan Zhgarasiticaizolat
elde edilmitir. 15 vejetatif uyum tipi tan mlanntr. EU-13 bask n vc tipi olarak
bulunmu ve bitin izolatlar n %40,1’ini olturmu tur. Bunu %19,7 ile EU-1, %12,2
ile EU-2 ve %9 ile EU-12 izlemiir. Slovenya’da drneklenmien farkl popilasyondaki
vc tip ceitlili i, Kuzey talya ve H rvatistan’da daha once bulunnpopilasyondan
daha yuksek oldw gorulmutir. PDA ortam nda bu 25€.parasiticaizolat aras nda
110 tanesi beyaz, 34 tanesi orta ve 110 tanesnhduruenkte olduu gorulmutir
(Kristin ve ark. 2011).

Yap lan bir baka cal mada ise, ran’da Guilan ilindeki kestane bdlgesindeki
Cryphonectria parasitica n zarar dalm ve iddeti incelenmitir. nceleme icin
Guilan ilindeki 3 ana kestane ydirilen bolgeden 6 mevki secilriir ve kestane
kanseri zarar n n olwumu ve deerlendiriimesi rapor edilmtir. Bu ¢al ma s ras nda,
Cryphonectria turlerinden toplam 250 izolat elde edilti. Bunun 232 izolat
C.parasitical8 izolat C.radicalisoldu u belirlenmi ve C.parasiticabutin bdlgelerde

gozlemlenmitir (Ghezi ve ark. 2010).

Slovakya'da yap lan b&a bir ¢al mada, 2003-2008 y llar nda Slovakya'da karma
kestane-me= ormanlar nda me Uzerinde kestane kanseri almu incelenmitir.

Ya ayan Quercus aclar nda enfeksiyonlar 7 yerlen bdlgesinin 4’inde bulunmtur.

Me eler Uzerinde hastal k gortlme olas 1%1,3 ile %15,8 aras nda demektedir.
Enfekte meeler tzerindeki simptomlar (=belirti) kestane ilenlzer olduu ancak daha
az go0ze carpt gorulmutur. C.parasiticann 22 virulent izolatnn tamam izole
edilmi tir ve her yoreden yaln zca tek bir vc tart tesgatimi tir. TUm izolatlar iki vc
tlrd olan EU-12 ve EU-13'e ait oldu belirtilmi tir (Adamcikova ve ark. 2010).

Tarkiye'nin  Karadeniz Bdlgesi'nde yap lan bir cahaya go6re, Cryphonectria

parasitica’n n 296 izolat n n vejetatif uyum tipleri belirlenntir. Bu izolatlar Karadeniz



Bolgesi'ndeki 11 ilin 32 farkl bolgesinden eldelled tir. Vejetatif uyum tipi olan EU-
1 bitun illerde saptanm r. EU-1 batin izolatlar n %90,8'ini olturmu tur. Her bir vc
tipinin hipovirulent izolatlar bulunmdur ve bu izolatlar 11 ilin 9'unda saptanmr
(AK I ve ark. 2009).

Turkiye kestane uretiminin %35’ini olturan Ayd n ilinde yap lan bir ¢caimaya gore,
kestane kanserinin varl incelenmi ve kabuk ornekleri toplanntr. Genel olarak,
virulent tip kanserler gozlemlennir. 31 koyin 22’'sinde hastal k bulél
bulunmutur (Erincik ve ark. 2008).

Ayd n ilinde yap lan bir b&a cal maya goére, 8 alt populasyondan elde edilen 213
Cryphonectria parasiticazolatlar n tamam vejetatif uyumluluk ve populasyn e
tiplerini belirlemek i¢in kullan Im tr. Sonuclar gosteriyor ki bu izolatlar Avrupalc v
tiplerinden EU-1 veya EU-12 ile vejetatif uyumludtter iki vc tipinde hemen hemen
tum altpopulasyonlar nda bulunmas nameen, s kl klar lokasyonlara gore demi tir.

DU Uk vc tip ceitlili i, Ayd n Da lar 'ndaki Cryphonectria parasiticgopulasyonunun
hipovirus istilas icin son derece uygun olabildi ve bdylece baar| bir biyolojik
kontrol icin yuksek bir potansiyel siad n gdstermitir (Erincik ve ark. 2011).

Delen (1979) in yapm oldu u ‘Kestane Kanseri Gryphonectria parasitica)
Hastal nn Yayl ve Biyolojisi’ isimli doktora cal mas Zirai Micadele ve Zirai
Karantina Genel Mudurliti zmir Boélge Zirai Micadele Ararma Enstitlisu
Mudurlt O'ntin eseri olarak bas Int r. Turkiye’nin Marmara Bolgesinde 1969- 1972
y llar nda Erenkdy (tanbul) ve Bornova Zmir) Boélge Zirai Micadele Ararma
Enstitilerinde yap lan bu camada kestane kanserinin yay lalan, organizmann
taksonomik incelemesi, hastal k etmeninin biyoloyis 6nemli kestane cilerindeki
tannin konsantrasyonlar n n patojenin getine etkisi incelenmtir. Cal man n amac
ise, hastal n yayl alann saptayarak daha fazla butay Onleyici karantina
tedbirlerinin al nabilmesi; taksonomisi, biyolojisie tannin younluklar yla ili kisini
aratrarak da ileriki ¢cal malara k tutabilmek olarak belirtilmitir. Bu c¢al mada,
Kocaeli ili, Karamuirsel ilgcesine bl Tepekdy'de kultiri yaplan 11 gé esas

alnm tr. Marmara Bolgesi’nde patojenin yay lalan n saptamak amac ile yap lan
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cal mada, ortalama bul& a ac¢ yuzdeleri, stanbul ilinde % 33,4 , Kocaeli ilinde
%27,7 , Sakarya ilinde %27,0 , Bursa ilinde %211,Boju ilinde % 53,1 olarak
saptanmtr. Bu cal ma ayn zamanda Turkiye'de kestane kanseri konusyag lan

ilk doktora cal mas dr.

Kestane kanseri konusunda Turkiye’de son yap laktada ¢al mas ise 2007- 2008

y llar nda Karadeniz Boélgesinde AkIl (2008) taradan yapImtr. ‘Karadeniz
Bolgesi'nde Kestane KanseriC(parasiticg’'nin Biyolojik Micadelesi Uzerine
Ara trmalar’ isimli doktora calmas nda, Karadeniz Bolgesi'nde kestanenin yayg n
oldu u Artvin, Bartn, Giresun, Duzce, Kastamonu, OrdRize, Samsun, Sinop,
Trabzon, Zonguldak, illerinde yuratalmir. Bu bolgeden elde edilen 294 izolattan
25'inin hipovirulent olduu saptanmtr. Karadeniz Boélgesi'nde kestane kanseri
etmeninin 5 EU uyum grubu icinde yer ald klar eaxyg n uyum gruplar n n EU-1 ve
EU-12 olduu belirlenmitir. Hipovirulent izolatlar n ¢ounlu u EU-1 uyum grubuna

girmi lerdir.

Erdin ve Kdse taraf ndan yap Imbir derlemede, kestane kanserinin yay ldlanlar,
bu hastal n snflandrlmas, bu snfland rImas nn amaee biyolojisi hakk nda
bilgiler verilmi tir. Bu hastal kla ilgili sentetik dayan kl genier kullan Imas,
hipovirulens (virulensin azaltlmas) prosesi gikoruma tedbirleri ve mucadelesi
konusu anlatImtr. Hatta bu derlemede son 20 yldr bilim adamltraf ndan,
mikovirUslerle kestane kanseri etmeni olan margafekte ederek, mantar zay flatmay
denenmesinden bahsediltm (Erdin ve Kose 2003).

Yap lan bir baka cal mada; Bursa ili kestane aclar nda kestane kanserinin yayg nl k
oran ve baz Turk kestane gterinin hastal a kar reaksiyonlar ardrim tr. Bu
cal ma, Bursa ili kestane alanlar nda ve Yalova ilindékaturk Bitkileri Merkez
Aratrma Enstitisi’'nde 1995-1996 yllarnda yapltm. Cal ma sonunda
Cryphonectria parasiticale bula k a a¢ say s Bursa’nn Cumal k z k Kéylinde %70,
Hamaml k z k Koyunde %30 ve Babasultan Koyunde %6800 olarak saptanntr.
Ayr ca patojene kar Vakit ve Dursun kestanelerinin denemede kullandaer ceitler
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olan Firdola, Osmandu, Hac Omer, Sar Aama ve Seyrek Diken délerinden daha

dayan kl olduklar belirlenmtir (Baykal ve ark. 2000).

Kestane kanserine kamducadele olanaklar ile ilgili bir camada ise, Ege, Marmara
ve Karadeniz Bolgelerinin kestane kanseri ile etgfe@lmu kestane bahcelerinden
toplanan 324 izolat kullan Imt r. Toplam olarak 2 vc grup ve 14 hipovirulent leto
bulunmu ve bu Turkiye'deC. parasitica n n hipovirulensinde ilk kayt olmuur.
dsRNA izolasyonlar 14 hipovirulent izolatn 7’sicim yapIm ve bunlarn
nakledilebilir dsRNA icerdii ortaya konmutur. Biyolojik kontrol cal malar na
yonelik, virulent ve 7 hipovirulent izolat bir aradreya tek bana olarak geng saks
bitkilerine inokule edilmitir. Bu bitkilerin inokulasyonundan 5 hafta sonraki
de erlendirme go6stermiir ki, inokulasyondan 1-2 hafta sonra virulentlarknokule
edilmi bitkiler 6lmeye baam tr. Oncelikle bitkilerin kabuuna inokule edilmi
hipovirulent rklar n lezyonlar olunu, daha sonra lezyon gemi kallus dokusunun
olu umu nedeniyle durmuve lezyon iyilemeye balam tr. Hem virulent hem de
hipovirulent rklar n bir arada inokule edildi bitkilerde lezyon gelimi durmu tur
fakat kallus dokusu olumu c¢ok net olmad go6rulmatir. Bu sonuglar, Turkiye'deki
kestane kanserinin biyolojik kontrolini bu hipoV@nt izolatlar taraf ndan
yurutulebildi ini gostermitir (Celiker ve Onour 2001).

Celiker (2000)’ in yapm oldu u ‘Kestane KanseriQryphonectria parasiticgMurr.)
Barr.)’ nin Hipovirulent Irklarla Savam Uzerinde Aratrmalar’ isimli doktora
tezinde, Bornova ve Ankara Zirai Mlucadele Anana Enstitilerinin Projeleri ile
Doktora Projesi kapsam nda Ege, Marmara ve KaradBilgelerinin kestane kanseri
ile bula k kestaneliklerden toplanan 32typhonectria parasiticazolat kullan Im tr.
Hipovirulent rklar belirlemek icin 324 izolat fetipik 6zelliklerine gore virulent ya da
hipovirulent olarak grupland r Id nda; 310 tanesi virulent, 14 izolat olas hipolent
rklar olarak nitelendirilmitir. Virulent izolatlar aras nda gercektgilen vejetatif uyum
cal mas ile drneklerin topland kestaneliklerde 2 vejetatif uyum grubu belirlentini
zolatlar n %96’s n n v-c 1, %4’Gniin v-c 2 uyum guauma ait olduu ortaya konmttur.
Ornekleme yap lan kestaneliklerin hepsinde v-c¢ limygrubu bulunurken, sadece 1

tanesinde v-c 2 uyum grubu da buluntow. 14 olas hipovirulent izolat konversiyon
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(=doniturme) yetenekleri yoniuinden testlendde, bunlarn v-c 1 uyum grubuna ait
izolatlar donuturebildi i saptanmtr. 14 izolattan 7 tanesinin dsRNA izolasyonu Dr.
Ursula HEINIGER taraf ndan yap Imve 7 izolat n hipovirulent oldw onaylanmtr.
Bu sonucglar kestaneliklerimizde biyolojik micadetal malar na baanabilecei
konusunda Umit vermtir. Bu c¢al ma HipovirulentC. parasitica rklarnn varl
konusunda Turkiye igin ilk kay tt r. Fidanlarda gekle tirilen virulenslik ¢al mas nda
dsRNA izolasyonu yaplan H1, H2, H3, H4, H5, H6, Hipovirulent rklar
kullanIm tr. Tdm izolatlar n oluturdu u lezyonlar kallus olwumu nedeniyle
kiculmi ya da kapanmtr. Hastal k oluumunun hipovirulent rklarla kontroll
cal mas fidanlarda, Nisan ve Temmuz 1999'da aglan 2nedhe ile
gercekletirilmi tir; sadece virulent rk ile inokule edilen fidanl&ururken, sadece
hipovirulent rkla inokule edilen fidanlarda belingkallus dokusu olumu , meydana
gelen lezyonlar kugulmitr. Fidanlar n hipovirulent ve virulent izolatlarlbirlikte
inokule edilmesi halinde kanser géii durmu ve kallus dokusu olmaya balam ,
fidanlar geliimlerini salkl bir ekilde surdirmeye devam etierdir. Bu sonuclar
kestaneliklerimizin 6nemli bir sorunu olan kestakenseri hastal n n hipovirulent

rklarla kontrol edilebileceini ortaya koymutur.

Yap lan baka bir ¢al mada, Manisa ili Hac isalar kdyundeki bir kestaktelideneme
alan nda hastal k belirtisi tayan 25 kestane ac ndan elde edilen 25 izolat n fenotipik
Ozellikleri, vejetatif uyum gruplar, HiSF1 kodluigovirulent rkn bu izolatlar
donutirme yetene aratrlm tr. Sonuc¢ olarak, deneme alan nda sadece virulent
(turuncu renkli)C. parasiticaizolatlar n n var olduu, bu izolatlar n hepsinin Avrupa
uyum grubu izolatlar ndan sadece EU-1 ile vejetatyumlu olduu saptanmtr.
Donl tirme testinde ise, EU-1 uyum grubuna ait olan HiS# virulent izolat n
hepsini beyaz forma doniiirmi , onlara hipovirulent karakter kazand rir. Ayr ca
kestanelikteki genc¢ aclar n Gzerinde mevcut kanserlerin boyutlar d@¢liten sonra,
bu kanserlerin ¢cevresine HiSF1'in gédlii koloni diskleri inokule edilmi ve ayl k
donemlerle kanserli dokudaki boyut demleri 6lctlmuitir. Sonucta, HiSF1 ile
inokule edilen kanserlerin ¢anda kallus olwmuna bal kugulme saptan rken,
baz lar nda aktif kanserlerin ylzeysel iyibei kanser tipine doniii U kaydedilmitir
(Celiker ve Onour 2011).
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3.MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu cal man n ana materyallerini, Bursa ili snrlar igndeki t¢ farkl bolge olan
Y Id r m ilgesi Cumal k z k Koyu, Osmangazi ilge¥i itali Koyl ve Karacabey ilgesi
Kur unlu Koyl s nrlar icerisindeki kestane aglar ile bu bolgelerdeki hastal kl ve
iyile en kestane aclar ndan elde edilen virulent ve hipovirule@ryphonectria
parasitica izolatlar ve bunlar n etkinliklerinin denendikestane catleri olan, Kara
A , Sar A (=Osmanolu) ve talyan Sars (=Maraval 74) olwrmu lardr ( ekil
3.1,3.2ve 3.3).

Kara As

ekil 3.1.Kara A c¢e idinin meyve yap s n n genel gérinimu
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(-:. 03 m an?,ﬂ) |

ekil 3.2.Sar a (=Osmanolu) ¢e idinin meyve yap s n n genel gorianima

Italyan Snis) 1
Marave] D

ekil 3.3. talyan sar s (=Maraval 74 ) gdinin meyve yap s n n genel gérinimu
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3.2 Yontem

3.2.1 Kestane kanserine neden ola@ryphonectria parasiticafungusunun virulent

ve hipovirulent izolatlar n n izolasyonu

Cal ma kapsam nda hastal k surveyinin yap Idyerler ve tarihleri Cizelge 3.1'de

gosterilmitir.

Cizelge 3.1.Bursa ili snrlar icerisinde kestane kanserithhs ile ili kili yap lan
survey ¢cal mas yer ve tarihleri

Yer 1. Survey 2. Survey
Bursa / Osmangazi 09.05.2012 Car amba
S 14.09.2011 Car amba
Yi itali Kéyu (sabah)
Bursa/YIldrm . 09.05.2012 Car amba
26.10.2011 Pazartesi
Cumal k z k Kéyl (6 leden sonra)
Bursa / Karacabey
16.09.2011 Cuma 23.05.2012 Car amba
Kur unlu Koy

Materyal k sm nda belirtilen her bir bolgeden 10saac¢ olmak Uzere toplam 30 kestane
a ac nn hastal kl ve iyilemi dal ve govdelerinden olmak tzere dncelikle, 3-3igm’
kabuk parcalar al nmve her dal de iminde 6rnek al nan b cak %1’lik NaOCI iceren

s v icerisine dald r larak sterilizasyonu yap Itr ( ekil 3.4 ve ekil 3.5).
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ekil 3.5. Ornek al nacak dal ve a¢ dei imlerinde 6rnein alnd b ca n %1'lik
NaOCl iceren s v ile sterilizasyonu
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Daha sonra laboratuarda bu 6rnekler 2-5mm blyiikide kesitlere dontiralma tur.

Al nan bu kesitler 6nce %1’lik sodyum hipoklorit #810) icersinde en az 1 dk, daha
sonra 3 kez vyine birer dakika olmak Uzere sterif sada tutularak ylzey
dezenfeksiyonlar yap Imtr. Daha sonra bu parcalar, icerisinde steril kmaika d
bulunan petrilere al narak kurutulmur. Yizey dezenfeksiyonu yapIm ve
kurutulmu bu parcalar daha sonra her biaa icin icerlerinde Patates Dekstroz Agar
(PDA) ortam bulunan 5’er petri ve her bir petringine 5 adet parca gelecekkilde
ekilerek 24-25° C s cakl kta 7 gun inklbasyona,adabnrada 5-7 giin laboratuarda

tezgah Uzerinde giin na maruz b rak Imtr ( ekil 3.6).

ekil 3.6. Kanserli olduu di tintlen kestane kabuklar ndan yap lan fungal izaasy
sonucu gelien fungus kolonilerinin géranima

Geli en funguslardan kicuk parcalar al narak PDA ortala saflat rma yontemiyle
co altIma ilemi yap Im ve izolatlar buzdolab nda +4°C’ de daha sonraki igelar

icin muhafaza alt na al nntr.
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3.2.2.Cryphonectria parasiticazolatlar n n baz kestane ceitlerindeki etkilili inin

belirlenmesi

Karacabey ilcesi Kuunlu kdyu kestane alan ndan izole edilen bir hipdent izolat n
baz kestane célerindeki do al ve aktif kanser yaralar na kaetkilili i dncelikle izole
edildi i ormanl k alanda denenmidaha sonrada bu aclardan al nan kiguk dal
parcalar Uzerinde petri kollar nda tekrar ararlIm tr. Petri koullar nda yap lan
cal mada ayn bdlgeden izole edilen bir virtlent izaolagetkilili i ve bunun ayn

ce itler Gzerindeki virtlensi de belirlenntir.

3.2.21. A | Kkestane ormannda bir hipovirtlent izolatn do adaki aktif

kanserlere kar baz ceitlerdeki etkilili inin belirlenmesi

Bu ilem Bursa ili Karacabey ilcesi Kwmnlu koyu snrlar icerisindeki kestane
orman nn gencldirme budamas sonras vyap lan lamalarla kiltir kestanesine
dondtardlen g cat Sar A (=Osmanolu), Kara A ve talyan Sars (=Maraval 74)

Uzerinde yap Imtr.

ekil 3.7. Bir hipovirtlent izolat n doal ve aktif kanser yaras Uzerinde denendi |
kestane aaclar ndan birinin genel gorinimu
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Her bir ceitten 3’er farkl aac¢ Gzerinde ve her bir actan birer dal Gizerinde bulunan
aktif kanserli yerler tespit edilerek silinmeyenléda ile i aretlenmitir. Daha sonra bu
snrlar belirlenmi aktif kanserli yerlerin yaklak 2-3 mm kadar yaknna 5 mm
cap ndaki mantar delicisi (=corkborer) yard m ylae2 delik a¢c Im tr. Bu deliklere
yine mantar delicisi yard m ile petri kab ndaki RDortam nda, 7 gun stre ile
geli tirilmi  hipovirulent izolattan ayn buyuklikte kesitler relrak yerletirilmi tir

( ekil 3.8 ve 3.9).

ekil 3.8. PDA ortam iceren petri kaplar nda hipovirulent wld du Gndlen izolat n
uygulama dncesi géruntimu
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ekil 3.9. PDA ortam iceren petri kaplar nda hipovirulent wld du Gndlen izolat n
uygulama sonras goérunumu

Son olarak da uzerlerieffaf polietiien bantla kapatIm ve bu aaclar ile ilemin

yap Id dallar daha sonraki kontrollerde kolay bulunalaleri icin ayrca

i aretlenmilerdir.

ekil 3.10. Bir hipoviriilent izolat n doal ve aktif kanser yaras Uzerinde denendi
a aclardan birinin kolay bulunabilmesi icin yap laarietlemenin gérinimu
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3.2.2.2. Petri kaplar icerisindeki kuiglk kesik dalparcalar tzerinde Cryphonectria
parasitica’n n virilent ve hipovirilent izolatlarnn baz kestane ceitlerindeki

etkililiklerinin belirlenmesi:

Bu ¢al ma 2-3 cm ¢ap nda ve 3-4 cm uzuninda olan ve ortadan ikiye bolinerek
olu turulan kestane dal parcalar ile Lee ve ark. (39¥an modifiye edilerek
yap Im tr. Dal parcalar al kestane orman nda yap lan ¢cahadan elde edilmiolup,
yine ayn ceitler tizerinde (Kara A, Osmanolu ve talyan Sar s ) yurutalmddr. Yine
benzer ekilde 5 mm ¢ap ndaki mantar delicisi ile kabukliaerinde delikler a¢ Im ve
bu deliklere 3.2.2.1’de belirtildi ekilde fungus inokulasyonlar yap Inhir. Bununla
birlikte, bu cal malar 9cm. cap ndaki icerisinde steril kurutma Kar bulunan petri

ko ullar nda yaratalmatar ( ekil 3.11).

ekil 3.11.Kesik dal yontemine gore kestane dallar lGzer@dghonectria parasitica
izolatlar n n patojenisitelerinin ve birbirleri iketkile imlerinin gérinima
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Bu petriler daha sonra igerlerindeki kurutma Kar tamamen slanacak fakat
gollendiriimeyecek ekilde steril saf su ile suland rimve petri ¢evresi parafiimle
kapat larak 25°C’deki inkiibatérde inkubasyona blrak lard r. Bunun nedeni ortamda
yakla k %95 oran nda bir nemin bulunmas n n lsamas dr. Petri icerisine ekil
3.11" de goruldiu gibi 4 dal parcas konulmtur. Bunlardan birine yaln zca virtilent,
di erine hipovirulent, bir dierine virtlent+hipovirulent inokulasyonu yap Iror.
Sonuncusuna ise kontrol amacgl sadece ayn buytelikngus icermeyen temiz agar
parcas inokule edilmiir. Bu ¢cal ma her bir petri kab bir tekerrir olacakkilde 4

tekkerrur olarak yap Imtr.

3.3. Sonugclar n deerlendirilmesi

Cal mada elde edilen verilerin derlendiriimesinde temel istatistik kurallar ve baz
bitki koruma uygulamalar ndan (Karman 1971) ondelilgararlan Im tr. Verilerin
varyans analizi ise, MINITAB ve MSTAT-C paket pragrlar ndan yararlan larak
yapIm tr. Denemeden elde edilen verilerin istatistikiakrinde 0,05 6nemlilik

seviyesine gore Duncan testi uygulanm
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4. BULGULAR VE TARTI MA

Bursa ili s nrlar icerisindeki Gc¢ farkl kestarieetim alan nda ydrutilen bu ¢cahada,

elde edilen sonucglar,a da belirtilen ana baklar halinde verilebilir.

4.1 Kestane kanserine neden ola@ryphonectria parasiticdungusunun virulent ve

hipovirulent izolatlar n n izolasyon sonuclar

Cal ma siresince kestaneaglar n n aktif veya iyilemi oldu u di tnulen kestane
kanseri belirtisi gosteren yerlerinden al nan plargan Cizelge 4.1'de Ozetlendi

orandaC. parasiticafungusuna rastlanntr.

Cizelge 4.1.Bursa ili snrlar icerisindeki ¢ farkl bolgekie hastal kl kestane
a aclar ndan vyaplan izolasyonlarda (2011 - 201€)yphonectria parasitica
fungusunun izolasyon s kl klar (%)

Kestane Kanseri zolasyon S ki klar (%)

ornek no Yi itali* Cumal k z k* Kur unlu*
1 52 - 60 52 -100 100 - 64
2 48 - 56 60 - 28 32-24
3 56 -8 60 - 40 12-20
4 52 -30 52 - 44 64 - 28
5 24 - 28 100 - 52 48 - 52
6 68 - 28 100 - 60 24 - 24
7 36 - 52 60 - 16 64 - 30
8 56 - 40 76 - 20 56 - 32
9 96 - 54 48 - 72 56 - 74
10 24 - 72 92 - 48 40 - 60

Ortalama 51,20 - 42,80 70 - 48 49,60 - 40,80

* |k rakamlar birinci, ikinci rakamlar ikinci survesonuglar n gostermektedir.

Cizelge 4.1'de de gorilebildi gibi aranan fungusun yakalanma oran bdlge
ortalamalar olarak %40,8 ile %70 aras ndaiden bulunmutur. Bu durum 6ncelikle,
ornek alma ileminin do ru yerlerden yap Id n gostermektedir.kinci olarak dikkat
ceken bulgunun ise yakalanma orannn Cumal ka kdaha yuksek oldudur.
Buradaki aaclar da yara yerinin temiz ve gorinidr olmas , kraknada baar orann
arttrm  olabilir. Alnan 0orneklerdenC. parasiticadan baka funguslara da

rasttanm tr. Ancak bunlardan hi¢ birinin oranC. parasitica kadar baskn
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olmad ndan bu ¢almada dikkate al nmamard r. Baz Ornek pargalar nda ise higbir
fungusa rastlanmantr. zole edilenC. parasitica’ nn virulent ve hipovirtlent
olabilecei du Unudlen koloni  gelimleri ekil 4.1’de goruldia gibi

de erlendirilmi tir.

ekil 4.1. Cal ma suresince hastal kI kestane dallar ndan yapzalasyonlarda izole
edilenCryphonectria parasiticazolatlar n n genel gorinumu. Ust s radakilerininent
(Turuncu), alt sradakilerin ise hipovirulent (Beyaeya krem rengi) olabilece
ongorulmuatar
Bu cal mada elde edilen toplam 161 izolat n 142’si viriile@ 19'u hipovirtlent olarak
toplanm t r. Burada géruldid gibi izolasyonlarda da, genelde virulent izolay s n n
daha fazla oldwi, baz koloni gelimlerinin ise hem virulent hem de hipovirulent rk
icerecek ekilde kar k geli tikleri gozlenmitir. Bu konuda (Bissenger ve ark. 1997)
yapt klar bir ¢cal mada hipovirilent izolat izolasyonu artt kca o l&ilg kanserden
6lium oran nn azald n belirlemi lerdir. Bu ¢al ma siresince, gerek kak geli en
gerekse saf oldw du Gnudlen kolonilerden, yeteri kadar izolat safflalarak, ayr ayr
PDA ortam iceren @k agarl tiplere aktar Im ve bu tuplerde geliirildikten sonra,
daha sonraki calmalarda kullan Imak Uzere +4°C’ deki buzdolab ndahafaza alt na

alnm lardr.
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4.2.Cryphonectria parasiticazolatlar n n baz kestane ceitlerindeki etkilili i

Karacabey ilcesi Kuunlu kdyu kestane alan ndan izole edilen bir hipdent izolat n
baz kestane célerindeki do al ve aktif kanser yaralar na kaetkilili i dncelikle izole
edildi i ormanl k alanda denenmidaha sonrada bu aclardan al nan kiguk dal
parcalar Uzerinde petri kollar nda tekrar ararlIm tr. Petri koullar nda yap lan
cal mada ayn bdlgeden izole edilen bir virtlent izaolagetkilili i ve bunun ayn

ce itler Gzerindeki virtlensi de arar Im tr.

4.2.1. A | kestane orman nda bir hipovirilent izolat n do adaki aktif kanserlere

kar baz ceitlerdeki etkilili i

Yabani kestaneliklerin tg farkl g#le a lanmas sonucu olturulan kiltur ceitlerinde
gorulen doal aktif kanser yaralar na karyine o bolgeden elde edilen bir hipovirulent

rk n etkilili iaratrim ve sonuclar Cizelge 4.2'de 6zetlentimi

Cizelge 4.2. Bir hipoviriilent izolatn al kestane ormanndaki baz kestane
ce itlerindeki do al aktif kanser yaralar na karetkilili i (Bursa, Karacabey, Kuunlu
Koyl — Ekim - Aral k 2012)

Do al Aktif Kanser

Yaras n n Yapay

Do al Aktif Kanser nokulasyonlu Bir

Celit No Yaras n n Geli imi (mm) Hipovirulent C. parasitica
(KONTROL) zolat na ra men geliimi
(mm)
13.11.2012 25.12.2012 13.11.2012 25.12.2012

Sar A 1 13 20 10 12
(=Osmano Iu) 2 00 00 00 00
3 00 00 00 00
Kara A 1 00 00 00 00
2 00 00 00 00
3 13 18 00 00
talyan Sar s L 00 00 00 00
(=Maraval 74 ) 2 00 00 00 00
3 10 11 00 00
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Cizelge 4.2'de ac¢ kga gorulebildigibi, t¢ farkl kestane célinin ¢ ayr dal ndaki
do al ko ullarda bulunan aktif kestane kanseri yaras na Kapay olarak laboratuvar
ko ullar nda gelitirilip bula trim C. parasitica n n hipovirulent olduu du tGnilen
rk nn etkilili i Sar A (=Osmanolu) ceidinde daha az olarak saptanabiltini
Burada aktif kanser boyu birinci kontrolde (13.1012) 13 mm, ikinci kontrolde
(25.12.2012) 20 mm bulunmken bu uzunluk hipovirulent rk buler Imas yap Im
tarafta birinci kontrolde (13.11.2012) 10 mm, ikikontrolde (25.12.2012) ise 12 mm
olarak dlculmutir. Bu durum ekil 4.2 ve 4.3'de daha a¢ k olarak gorulmektedir.

ekil 4.2. Sar A (=Osmanolu) ceidinde hipovirulent alamas ndan yaklak bir ay
sonraki kanser yarasnn gorunumu @zki iki daire hipovirulent alamasnn
yap ld yeri gbstermektedir)
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ekil 4.3. Sar A (=Osmanolu) ¢e idinde hipovirulent alamas ndan yaklak iki ay
sonraki kanser yarasnn gorunumu @zki iki daire hipovirulent alamasnn
yap ld yeri gbstermektedir)

ekil 4.2 ve ekil 4.3 dikkatlice incelendinde a laman n yap Id gun mavi kalemle
I aretlenen kanser geilini s n r n n daha sonraki kontrollerde sol taraftéar ya doru
geli mesine devam ederken hipovirulent rk inokulasyamugap Id sa tarafta ayn
h zla gelimeye devam edemedi gortlmektedir. Bu durum bu bdlmede cdn
anastomosis nedeni ile kanserin hznn kesilmiabileceini du dndirmektedir.
Benzer durumun Kara A c¢eidi icinde olumu olup, birinci kontrolde 13 mm olan
aktif kanser gelimi, ikinci kontrolde 18 mm olarak o6lculm{ buna karlk
hipovirulent rk inokulasyonunun yap Id tarafta kanser geimi g&zlenmemitir
( ekil 4.4).
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ekil 4.4. Kara A c¢e idinde hipovirulent alamas ndan yaklak bir ay sonraki kanser
yarasnn gorinimu (seaki iki daire hipovirulent alamasnn yapld yeri
gOstermektedir)

ekil 4.4.'de deneme bkngcnda mavi kalemle aretlenen kanser Ust gen
cizgisinin ikinci kontrolde solda ilerlemeye devaatti i, sa tarafta ise hipovirulent rk
inokulasyonu sonucu geimine devam edemedi gorulmektedir. talyan Sars
(=Maraval74) ceadindeki kanser boyu gelmi di er iki ¢ceide gore daha yava
bulunmutur. Ornein birinci kontrolde 10 mm olan kanser yaras uzual ikinci
kontrolde de 11 mm olarak olculntir. Hatta baz tekerrirlerde (=dallarda) hi¢ kainse

geli imi gbzlenmemitir ( ekil 4.5).
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ekil 4.5. talyan sars (=Maraval74) gdinde hipovirulent alamas ndan yaklak iki
ay sonraki kanser yaras nn goériniumi ¢&ki iki daire hipovirulent alamas nn
yap Id yeri gostermektedir)

ekil 4.5'te gorulen bdang ¢ cizgisinin Uzerine gegcemeyen kanser yaragab 0 mm
geli im olarak kaydedilmiti. Bu durum dier iki ceidin iki er tekerririnde de
(=dal nda da) gozlemlenntir. Bunun nedeninin ka doru a ag¢ fizyolojisindeki
yavalama ve hatta durgunlukla ikili olabilece ini di tlnmekteyiz. Bu nedenle, bu tlr
denemelerin Mart—Haziran donemlerinde yap Imas daha verimli olabilecani
akl m za getirmektedir. Nitekim Guerin ve Robin (@) kestanedeCryphonectria
parasitica’ n n neden oldw lezyonlar n gelimi ve enfeksiyondaki mevsimsel etki ile
ilgili yapt klar bir cal mada en fazla lezyon gemini ilkbahar ve yaz n yap lan
inokulasyonlarda saptanhar ve lezyon gelimine mevsimsel etkiyi 6neml

bulmu lard r.
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4.2.2. Petri kaplar icerisindeki kiiguk kesik dal parcalar tzerinde Cryphonectria
parasitica ‘n n virilent ve hipovirtlent izolatlar nn baz k estane catlerindeki
etkililikleri:

Bu amacla tezin yontem bolimunde ayr ntdkilde belirtildi i gibi ayn bdlgeden elde
edilen C. parasitican n bir virilent bir de hipovirtlent izolat ile @ifarkl ceitteki

etkinlikleri Cizelge 4. 3’ de 6zet olarak verilrir.

Cizelge 4.3 Kesik kestane dal parcalar Uzerindeyphonectria parasitica n virulent
ve hipovirulent izolatlar n n etkililii

Uygulamadan 7 Gun Sonra Dal Boyunca Kanser Geimi (mm)
Ce it Tekﬁgur V-1* V-2* | HV-2* | HV-1* |Kontrol
1 6 6 6 6 0
Sar A 2 3 3 3 4 0
(=Osmano lu) 3 3 3 3 3 0
4 3 3 3 3 0

Ortalama| 3.75a 3.75 a 3.75 a 4.0 a 0
1 2 2 2 4 0
2 3 2 2 2 0
Kara A 3 3 1 2 3 0
4 2 2 3 3 0

Ortalama| 2.50 ab 1.75b 2.25 aby 3.0 ab 0
1 2 2 2 1 0
talyan Sar s 2 1 1 1 1 0
(=Maraval 74) 3 2 2 2 4 0
4 1 2 2 1 0

Ortalama| 1.50 b 1.75b 1.75b 1.75b 0

V-1 : Virulent izolat n birinci uygulamas n n etkilili

V-2 : Virulent izolat n ikinci uygulamas n n etkilili

HV-1 : Hipovirulent izolat n birinci uygulamas n n etHilii

HV-2 : Hipovirulent izolat n ikinci uygulamas n n etkilili

K : Kontrol uygulamas (=Sadece fungus icermeyen aggunlamas )

* . statiksel deerlendirmeler dikey olarak c& baz nda (=siUtuna gore) %5 hata pay

ile grupland rmalareklinde yap Im tr.
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Cizelge 4.3 dikkatlice incelendnde Sar A (=Osmanolu) ceidindeki kanser
geli imlerinin di er iki ¢ceide gore, daha fazla oldu, bu ceidi s ras yla Kara A ve
talya Sars (=Maraval74) cgderinin izledi i goérilmektedir. Cift tekrarl olarak
yap lan bu testte gerek virulent gerekse hipovirulizolatlar n oluturduklar kanser
uzunluklar ceit baz nda benzer sonuclar vermie %95 glivenle kansere duyarl I k
sralamas Sar A (=Osmanolu), Kara A ve talyan Sars (=Maraval74)eklinde

olu mu tur. Bu durum ekil 4.6’da daha ac k olarak gorulebilmektedir.

4,5

4,0

3,5 \
s AN
2,0 \\ virlilent

1,5 ——hipovirtlent

Kanser Uzunlugu (mm)

1,0

0,5

OfD T T 1
Osmanoglu Kara Asi Maraval 74

Cesit Adi

ekil 4.6. Baz kestane cdlerinin kesik dal yontemine gor€ryphonectria parasitica
fungusunun virulent ve hipovirulent rklar na dulfddar

ekil 4.6'da ac kca goruldiii gibi yapay inokulasyonla olturulan kanser yaras
uzunluklar (mm)Cryphonectria parasitican n virulent ve hipovirulent rklar nda en
fazla Sar A (=Osmanolu) ceidinde Olculmiken, en az datalyan Sars
(=Maraval74) ceadinde olculmatur. Bu durum catlerin kansere duyarl | klar n n
gostergesi olarak kabul edilebilir. Bu konuda dé@maeden yap lan camalarda Sar
A (=Osmanolu)’ n n durumu bilinmesine ranen (Baykal ve ark 2000)}talyan sar s
(=Maraval74) ilk defa denenmive a rtc bir ekilde kansere daha dayan kl
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bulunmutur. Asl nda, bu c¢edin kestanelerdd’hytophthora spp.nin neden olduu
hastal klara kar dayan kl olarak geltirildi i bilinmesine ramen (Soylu,2004),
kestane kanserine karduyarl| bilinmiyordu. Ancak, bu durumun bu gte C.
crenatax C. sativahibriti olmas yeni bu hastala k smi dayan kl olduu bilinen Japon
kestanesinden genetik tamas s0z konusu olabilir. Her g ¢k ilgili kanser geliimi
gorantuleri ekil 4.7, 4.8 ve 4.9'da verilmiir.

ekil 4.7.Sar A (=Osmanolu) ¢eidinin kestane kesik dal yontemin@yphonectria
parasiticdya kar duyarl| nn goérinimu
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ekil 4.8.Kara A c¢e idinin kestane kesik dal yontemin@gyphonectria parasiticga
kar duyarll nngorinimi
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ekil 4.9. talyan Sars (=Maraval74) gdinin kestane kesik dal yonteminde
Cryphonectria parasiticga kar duyarll nn gérinimu

ekil 4.7, 4.8 ve 4.9 birlikte derlendirildi inde talyan Sars (=Maraval74) gdinin
C. parasitica n n virulent ve hipovirulent rk na kar daha dayan kl oldw ac¢ k¢ca
gorulmektedir. A¢ kga gorulen bir dér durumun ise bu ¢ ba ta olmak Uzere der
ce itlerde de az da olsa gorulen yara yerindeki satgdlard r (ekil 4.9, 4.10 ve 4.11).
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ekil 4.10. Kara A c¢eidinin Cryphonectria parasiticga kar duyarll n testi
esnas nda salg lanan salg n n goéranamda
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ekil 4.11. talyan Sars (=Maraval74) gdinin Cryphonectria parasiticaya kar
duyarl | n n testi esnas nda salg lanan salg lar n gérinamd

Bu salglarn dayan Kkl | kla, ilikili olup olmad klar bilinmemektedir. Bu konuda
herhangi bir literatiirde de rastlanmatm. Kesik dal yontemi ile patojenisite denemesi
asl nda 1990’larda (Lee ve ark. 1992 ) bilim dinyasduyurulmakla berabery ana
kadar Turkiye'de yap lan ¢camalarda hi¢ kullan Imamtr. En ¢ok kullan lan yontem
ise ekil 4.12 de goérilen Elma testi (Ak [l 2008) olntur.
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ekil 4.12.Elma testinde farkl izolatlar n olusturdu nekrozlar. En sabata
kontrol olarak kullan lan elma gortlmektedir (Ak [2008)

ekil 4.12’de gorulen elma testind@ryphonectria parasiticann PDA ortam nda
geli tirilmi izolatlar ndan bir disk yine kesik dal yonteminoldu u gibi a¢ lan delie
yerle tiriimekte ve daha sonra oradan cevreyerdogeli en kanser yaras buyukli
Olcilmektedir. Bu test daha duyarl olarak gorilieelbirlikte patojenin doal
konukgusu olan kestane dokusunda yapImadan kesik kestane dal parcas
yonteminin daha gerce yak n sonuc¢ verebilece du Undlmuttr. Ayr ca kestane

ce itlerinin duyarl | klar zaten elma meyvesi Uzerendal lamazd .

Bu aratrmada dikkat ceken der bir durumun gerek arazi cahas nda gerekse
laboratuvarda yap lan kesik kestane dal yontemifdeparasitican n hipovirulent
rk n nda az da olsa kanser diurmas olmutur. Asl nda bu durum “hypho” kelimesi
ile de ac klanabilir. Zira “hypho” Latincede “date&” demektir. “Hyphovirulent” ise
“daha az virulent” demek anlam na gelir. “Viruleritélimesi de “hastal k olduran”
anlam na geldine gére “Hyphovirulent” de “daha az hastal k d@luan” demektir.
Do ada vyaplan hipovirulent uygulamalar @b aktif kanserlerin virulentlini
hipovirulentli e donaturebilmeleri icin o aktif virulent rk n uygulanahipovirulent
rkla ili kiye girmesi (=uyumlu olmas ) gerekir kil 4.13). Bu olmazsa €kil 4.14 ve
4.15) do ada aktif olan virulent rk n olturdu u kanser gelimi durdurulamamaktad r.
Ayr ca, hipovirulentlie neden olan dsRNA icerdl. parasiticaizolatlar n n ne kadar
yo unlukta virtlentC. parasiticaizolatlar n enfekte etti de performanslar nda etkili
olabilmektedir (Smart ve Fulbright 1995).
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ekil 4.13. Cryphonectria parasiticavirulent ve hipovirulent rklar n n kaynmas
(Fuyumu)

ekil 4.14. Cryphonectria parasitica n virulent (sa tarafta turuncu) ve hipovirulent
(solda beyaz) izolatlar aras nda @n hatt n (=¢izginin) gértnimd
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Sekil 4.15. Kastamonu ilinden secilen izolatlarn Eu-12 uyumuby aralar nda
olu turduklar baraj zonlar (Ak Il 2008)

ekil 4.13'te gorilebildii gibi C. parasitican n virulent ve hipovirulent izolatlar
uyumlu olduunda tam bir kaynana olmakta ve hipovirulent rk bask n gelerek
virulent rk n rengini de de tirebilmektedir. ekil 4.14 ve 4.15'te gorilebildi gibi iki

rk aras nda uyum olmaz ise arada bir zon (=aygizgi) olu makta ve her iki rk da
kendi Ozelliklerini devam ettirebilmektedir. Bu dum ise virulent rk n olanca guci ile
kanser oluturmaya devam etmesi anlam na gelmektedir. Bu Hededo aya
hipovirulent rk uygulamas yap Imadan 6nce uygwam yap laca bdlgedeki aktif
virulent rklar n uygulanmas dindlen hipovirulent rkla hangi oranda uyumlu
olduklar n n daha dnceden laboratuvar ortam ndaleeimesi gerekmektedir. Bu tir
cal malar kestane kanserinin sorun olduypek cok llkede ve Ulkemizde yap Inve
halen yap Imaya devam etmektedir (Lee ve ark. 1B&&enger ve ark. 1997, Juhasova
ve Bernadovicova 2001, Milgroom ve Cortesi 2004jr8weski ve ark. 2004, Sotirovski
ve ark. 2006, Perlerou ve Diamandis 2006, Bragamcark. 2007, Vidoczi ve ark.
2007, Hogan ve Griffin 2008, Ak Il ve ark. 200®obin ve ark2009, Gonzalez-Varela
ve ark. 2011, Kristin ve ark. 2011, Celiker ve Ono 2011, Erincik ve ark. 2011). Bir
di er yakla m ise kestane kanserine dayan kl | kta rol oynaganlere ve hatta gen
aktar Im transgenik kestane aglar na yonelik calmalardr (Root ve Ark. 2005,
Welch ve Ark. 2007). Turkiye’de de bu cahalarn bir 6n aamas olan somatik
embriyogenesis ile ilgili calmalar dort yerel cdtle, Hacibi, Karamehmet,

Osmanolu ve Sar alama balam tr ( an ve ark. 2007).
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5. SONUC

Bu cal mada, Bursa ili s nrlar icerisindeki t¢ farkl Igé olan Yi itali, Cumal k z k
ve Kur unlu Koyleri kestane alanlar nda Kestane Kanselirttse gosteren aaclardan
oncelikle fungal izolasyonlar yap Im ve bu aaclardan %40,8 ile %70 oran nda
Cryphonectria parasiticazole edilmi tir. Bu durum, kestane aclar nda kansere neden
olan fungusun yaygn oldunu godstermektedir. Bununla birlikte, izole edilen
C.parasiticafungusunun virulent rklar yan nda hipovirulenklar na da rastlanmas
bu boélgelerde dal biyolojik kontroliin balam olabileceini di Gndirmektedir.
Bursa ili Karacabey ilcesi Kuunlu kdylunden izole edilen bir hipovirulent izolato
bdlgede yabani kestaneliklerin lanmas sonucu yetirilen Sar A (=Osmanolu),
Kara A ve talyan Sars (=Maraval74) gderindeki kanser yaralar na karetkilili i
denenmi ve Sar A (=Osmanolu) ¢e idinde daha az etkili oldw saptanmtr. Bu ¢
ceidin C. parasiticd nn bir virulent rkna kar duyarllklar da laboratuvar
ortam nda kesik kestane dal Uzerinde belirletimi Buna gore kansere en duyarl
ceidin Sar A (=Osmanolu) oldu u, en az duyarl olann datalyan Sars

(=Maraval74) olduu saptanmtr.
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