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Anahtar kelimeler: Ozet. Bu calismada Izmir ve Bolu yéresinden elde edilen izolatlarin vejetatif uyum tipleri ilgili
Kestane kanseri, hipoviriillent  standart ydntemler kullanilarak belirlenmistir. izmir yéresinden 2015 yilinda 34, 2016 yilinda 7 farkl
izolatlar, vejetatif uyum koyde secilen aktif kanserlerden 6rnekler toplanmis ve elde edilen 409 izolatin 255 tanesi Avrupa

uyum tiplerinden EU-12, 154 tanesi EU-1 uyum tipi olarak tespit edilmistir. Vejetatif uyum tiplerinin
bolgedeki dagihmi ortaya konmus ve bdlgeden elde edilen izolatlar icerisinde hipovirilent izolata
rastlanmamustir. Bolu yéresinde Akgakoca, Diizce, Yigilca ve Gélyaka Orman isletme Mud(irliiklerine
bagli kestane sahalarindan iyilesen kanserden elde edilen 76 adet izolattan 2 adedi Avrupa uyum
tiplerinden EU-12, 72 adedi ise EU-1 olarak belirlenirken 2 adedinin uyum tipi saptanamamistir. 76
izolatin 38 adeti hipoviriilent, 38 adetinin de viriilent oldugu tespit edilmistir. Aynca yérede
hipovirilensligin yaygin olmasi ve agacglarda kanserden dolayi iyilesmeler olmasina ragmen kestane
ormanlarinda kurumalar da goézlenmistir. Bolu ydresinde hipovirllent Cryphonectria parasitica

*Sorumlu yazar fenotiplerinin varligi ve yayllmalarin dogal kosullarda meydana gelmesi, kestane kanseri etmeninin

denizzcakarr86@gmail.com biyolojik kontrolii i¢in umut vericidir. Bununla birlikte izmir yéresi icin bélgede yaygin oldugu uyum
tiplerinin tespiti biyolojik miicadele ¢alismalarinin stratejisi icin dnemlidir.

Determination of VC Types of Chestnut Canker Agent Cryphonectria parasitica and
Evulation of Hyphovirulence in Chestnut Forest Areas in Bolu and Izmir Regional
Directorates of Forestry

Keywords: Abstract. In this study, vegetative compatibility (vc) types of isolates obtained from izmir and Bolu
Chestnut blight, hypovirulent regions were determined using relevant standard methods. Out of 409 isolates obtained from active
isolates, vegetative canker samples collected from the selected locations of 34 and 7 villages in izmir in 2015 and 2016,
compatibility respectively, 255 were found as EU-12 of the European Vegetative compatibility types while 154

samples were EU-1 vc type. The distribution of the vc types was revealed and natural hypovirulence
was not found in this region. Seventy-six isolates were obtained from bark samples from healing
cankers from the samples in Akgakoca, Dizce, Yigilca, and Golyaka locations of Bolu Forestry
Management Directories. Two of these samples belonged to EU-12 vc type, while 72 of them were
EU-1. The remaining two isolates did not match any of the two vc types. Out of 76 isolates, 38 were
found hypovirulent and 38 were virulent. Hypovirulence was so widespread in this region and in
spite of the widespread hypovirulence drying of chestnut trees was also observed. The presence of
hypovirulent Cryphonectria parasitica phenotypes and the occurrence of spreading under natural
conditions in the Bolu region are promising for the biological control of chestnut cancer disease.
For the izmir region, determining the vc types that are common in the region is important for the
strategy of biological control studies.
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GiRiS

Son yillarda kestane agaclarinda yogun olarak kurumalara yol acan bazi hastaliklar ortaya cikmistir. Bu
hastaliklardan biri de Cryphonectria parasitica (Murrill) M.E. Barr [syn: Endothia parasitica (Murr.) (anamorf:
Endothiella sp.)] adli fungusun neden oldugu kestane kanseri olarak adlandirilan hastalktir. Cryphonectria
parasitica, Dogu Asya orjinli bir fungus olup ilkin Cin, Japonya ve Kore'de rapor edilmistir (Myburg ve ark., 2004;
Lee ve ark., 2005; Rigling ve Prospero, 2018). Hastalik etmeni Kuzey Amerika ve Avrupa'ya enfekteli bitki
materyallerinin ithalati ile bu Ulkelerden tasinmistir (Griffin, 1986). Hastalik Amerika'da ilk olarak 1904 yilinda New
York'ta tespit edilmistir (Roane ve ark., 1986; Anagnostakis, 1987; Elliott ve Swank, 2008; Evans ve Finkral, 2010).
Avrupa'daise ilk kez 1938 yilinda italya’da gérilmistiir (Heiniger ve Rigling, 1994). Kestane agaci tilkemizin énemli
bir orman agaci olup, Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization of the United
Nations = FAO)'nin 2019 istatiksel verilerine gore; Turkiye 72,655 bin ton Uretim ile Dinya'da 4. sirada yer
almaktadir (FAOstat, 2019). Orman Genel Mudirligi Kestane Eylem Planina (2013) gore ise 262,045 ha saf ve
karisik kestane ormanimiz mevcuttur. Bu alanin 10,212 ha'i Bolu, 4,108 ha'i ise izmir Orman Bélge Mudiirligi
sinirlari icinde bulunmaktadir (OGM, 2014a).

Kestane kanseri tlkemizde 1967 yilindan bu yana tim kestane alanlarinda bulunmakta ve ciddi kurumalara
neden olmaktadir (Coskun ve ark., 1999; Gurer ve ark., 2001; Akilli ve ark., 2009). Bu hastaligin kestanelere ciddi
sekilde zarar vermesi, gittikce yayillmasi ve etmene karsi miicadelede yetersiz ve basarisiz olunmasi nedeniyle;
odunu ve meyvesinden yararlanarak gecimini saglayan bircok insan ekonomik olarak etkilenmektedir. Ayrica
oldukga ylksek fiyatla piyasasi ve bircok yarari olan kestane bali Gretimi de bu hastalik nedeniyle olumsuz
etkilenmektedir. Bir karantina hastaligi olmasina ragmen &nlemler bu hastaligin tim Diinya‘da yayilmasina engel
olamamistir (EPPO, 2005).

Hastalik etmeninin eseyli donem fruktifikasyon organlari olan peritesleri 10-20'lik gruplar halinde bulunur.
Askosporlar 10 x 4 um, seffaf iki hiicreli ve bélmede daralmistir. Konidiler sarimtirak iplikcikler seklinde cikarlar,
diz veya hafif bikulktirler, seffaf, 2-3 x 1 um'dir. Etmen eseyli ve eseysiz lireme gdstermektedir. Hem eseyli hem
de eseysiz sporlar stroma icinde olusmaktadir. Peritesler, stroma icinde belirgin bir sekilde olusmaktadir Eseysiz
sporlar ise stroma iginde kadehe benzeyen genis agizh bir yapi icinde olusmaktadir (EPPO, 2005).

Hastalik, girdigi tim bolgedeki kestanelere ciddi boyutlarda zarar vermektedir. Ancak daha sonra bazi yerlerde
hastaligin virllensliginin azaldigi ve agaclarda iyilesmeler oldugu goézlemlenmis olup, bu da C. parasitica'nin
hipoviriilent strainin dogadaki varligina dayandiriimaktadir. Ekmen fungus dsRNA iceren Cryphonectria Hypo Virus
(CHV) -1, 2, 3 ve 4 olarak adlandirilan virlsler tarafindan enfekte edilmekte ve bdylelikle fungusun saldirganhginda
azalma olmaktadir (Heiniger ve Rigling, 1994; Perlerou ve Diamandis, 2006). Fungusun sitoplazmasinda bulunan
bu virlsler bulasik olmadigi funguslara ancak uyumlu oldugu fungus hiflerinin kaynasmasi yoluyla bulasirlar
(Anagnostakis, 1977; Jaynes ve Elliston, 1980; Griffin ve ark., 2004; Milgroom ve Cortesi, 2004; Perlerou ve
Diamandis, 2006). Bu virUsler arasinda Avrupa’da en ¢ok yayilim alanina sahip ve en iyi bilineni CHV-1'dir
(Allemann ve ark., 1999). Kuzey Amerika'da birkag alan disinda CHV-1'e rastlanmamis olup (Peever ve ark., 1997;
Griffin, 1999; Anagnostakis, 2001; Liu ve ark. 2002) bu bdlgede daha ¢ok CHV-2 ve CHV-3 yayginlik
gostermektedir. CHV-2 New Jersey (Hillman ve ark.,1992; Hillman ve ark.,1994; Chung ve ark., 1994) ve Cin 'de bir
bdlgede bulunmustur (Peever ve ark., 1998). CHV-3'e dogal olarak Michigan (Fulbright ve ark., 1983) ve Ontario'da
rastlanmis (Melzer ve Boland, 1999) fakat Asya’da rastlanmamistir (Peever ve ark., 1998; Liu ve ark., 2003). CHV-4
Kuzey Amerika'nin batisi Appalachian’da genis bir alanda yayilis gdstermektedir (Peever ve ark., 1997; Liu ve ark.,
2002). CHV-4 genom yapisindan dolayi taksonomik olarak bir hipovirstlr fakat digerlerine benzemekle birlikte
virtlensligi digerlerine gore az ya da hi¢ gortilmemektedir (Enebak ve ark., 1994; Peever ve ark., 2000; Milgroom
ve Cortesi, 2004).

Hipovirllent C. parastica ile enfeksiyonlu kestane adaclarinda yeni kallus dokusu gelistigi icin kanserlerin
etkinligini azalmakta ve iyilesme gorilmektedir. Boyle kanserler hafif siskin goériinimde olup agaca az ya da hig
zarar vermemektedirler. Fungus miselyumunun adacin en dis kabuk tabakasi ile sinirlandirilmasi ile ylizeysel
kanserler olusmakta ve onlara iyilesen kanserler denilmektedir (Milgroom ve Cortesi, 2004).

Ulkemizde uyum tiplerinin belirlenmesi amaciyla bircok calisma yapiimistir. Celiker ve Onogur (1998, 2009)
gerceklestirdikleri bir seri caismada Marmara ve Ege Bolgelerinden 19 farkli lokasyondan elde ettikleri 388 C.
parasitica izolatinin %93.3 oraninda EU-1 ve %6.7 oraninda EU-12 olmak Uzere iki uyum tipi igerisinde yer
aldiklarini tespit etmislerdir. Ayni calismada EU-1 tim 6rnek alinan yerlerde bulunurken EU-12 sinirli bdlgelerde,
Marmara Bélgesi (Balikesir-ivrindi) ve Ege Bolgesi (izmir-Beydagi ve Aydin)inden elde edilmistir. Coskun ve ark.
(1999) 10 italyan vc tipi ve Avrupa uyum tiplerinden EU-4 ve EU-5'i kullanarak Marmara ile Dogu ve Bati Karadeniz
bolgelerinden 181 kestane sahasindan, 265 izolatta uyum tiplerini testlemelerine ragmen izolatlarin hangi Avrupa
uyum tipine karsilik geldigi anlasilmamistir. Glrer ve ark. (2001) Marmara ve Karadeniz Bolgesinden 134 C.
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parasitica izolati toplamis ve 63 Avrupa uyum tipi ile eslestirmislerdir. Arastirmacilar bu izolatlarin, EU-1 uyum
tipine girdiklerini belirtmistir. Doken ve ark. (2004) Aydin ilinde 97 izolatla yaptiklar calismada, 2 uyum tipi olarak
EU-1 ve EU-12'yi tespit etmistir. Akilli ve ark. (2009) Karadeniz Bolgesinden, 11 ilde 32 lokasyondan elde ettigi
296 izolatin, 5 uyum tipine (EU-1, EU-12, EU-14, EU-2, EU-5) girdigini ifade etmistir. Ayrica arastiricilar, bes uyum
tipinin timunln sadece Kastamonu Orman Bélge Miidurligu igerisinde oldugunu belirtmistir. Uyum tiplerinden
EU-1 %90.8 ile tim bolgede goriillrken, EU-12 %6.8, EU-14, EU-2 ve EU-5 ise %1.5 oraninda belirlenmistir. Erincik
ve ark. (2011) Aydin'da %23 EU-12, %77 EU-1, uyum tipi elde ederken, izmir'de %30 EU-1, %70 oraninda EU-12
tespit etmistir. Akilli ve ark. (2013) tarafindan, Bursa ve Yalova illerinde yapilan calismada 3 yil iginde 15
lokasyondan, 198 izolat elde edilmis ve bu izolatlarin uyum tiplerinin EU-1 oldugu bildirilmistir. izmir bélgesinde
FAO (Gida ve Tarnm Orgiiti) ve Orman Genel Midurliigi isbirligi ile yapilan bir proje kapsaminda (FAO 2012-
2014) Avrupa uyum tiplerinden EU-1 ve EU-12'nin bu ydrede yaygin olarak goéruldigu ifade edilmistir (FAO 2014).
izmir, Manisa, Mugla ve Denizli illerinde kestane tretiminin énemli oldugu 19 kéyden 268 izolat elde eden Daldal
(2015), izmir ilinde EU-1, EU-2 ve EU-12 olmak (izere 3 vc tipi, Denizli ve Manisa illerinde ise, EU-1 ve EU-12 olmak
Uzere 2 vc tipi tespit etmistir. Mangil (2017) Dogu Karadeniz'de Artvin, Rize ve Trabzon illerinden segilen 3 farkli
bblgeden 344 izolat elde etmistir. Secilen lokasyonlardaki kestane agaclarindan kanserli dokular alinmis ve elde
edilen izolatlarin, 235'i EU-1 (%68.3), 23’0 EU-17 (%6.7), 21'i EU-12 (%6), 14'U EU-3 (%4) olarak bulunurken 51
izolatin ¢alisilan hicbir uyum tipine girmedigi bildirilmistir.

Dinya literatirleri incelendigi zaman bdlge bazinda patojen popilasyonlarinin vc tip dagilimlarinda ve
hipovirilenslik durumlarinin bir varyasyon icerisinde oldugu gorilmektedir. Turkiye'de vc tip dagilimlan lzerine
bircok calisma yapilmis ve en son yapilan calismalardan biri de 2012-2014 yillari arasinda FAO ve Orman Genel
MudirlGganin isbirligi ile yiratilen bir proje kapsaminda izmir bdlgesinde uyum tipleri belirlenmis ve
hipoviriilent izolatlarla biyolojik miicadele calismasi baslatilmis ve basarili sonuglar alinmistir. Bu calismada ise,
izmir yéresinde kestane agacinin yetistigi farkli bélgelerde bulunan hastalik etmeninin uyum tiplerinin gikarilmasi
ve basarili olan biyolojik miicadelenin yayginlastirilmasi hedeflenmistir. Ayrica izmir bélgesinde yiritilen Celiker
ve Onogur (1998, 2009), Erincik ve ark. (2011) ve FAO (2014) calismalarinda belirlenen durumlardaki degisimin
incelenmesi de amaclanmistir. Ayrica, Bolu bolgesinde de hastaligin uyum tiplerinin ¢ikarilmasi hedeflenmis olup,
hipovirilenslik degerlendirilmesi sonucu hipovirilensligin gorilmedigi veya %50'den az iyilesmis kanserlerin
bulundugu bdlgeler icin hipovirtilent izolatlarla biyolojik miicadele gcalismalarinin baslatiimasi amaciyla bu yoére
hipovirtlenslik acisindan ilk olarak degerlendirilmistir.

MATERYAL VE METOT

Orneklerin Toplanmast

Bolu ve izmir yéresinde érneklerin alimi, 2015 ve 2016 yillarinda her yérenin kosullarina, saha ve kanserlerin
durumuna gore kestane alanlari ile orantili olarak amagli 6rnekleme yapilmistir. Bolu Orman Bélge Mudurlugu
sahalarinda kestane kanserinin durumunu genel olarak ortaya koymak ve uyum tipi tespiti ile yeni hipovirilent
izolat elde etmek icin kestane alanlar gezilmis ve degerlendirmeler yapiimistir. Bolu Orman Bolge Midurligi'nde
sahalar arazi kosullarina gore bdlmeler (Kestane karisimda 1. dncelikli ve 2. dncelikli arazi duruma gére 3. dncelikli)
gezilerek iyilesen kanserlerden kabuk &rnedi toplanmistir. Sahalarin kestane kanseri acisindan durum
degerlendirmesi yapilmistir.

Her iki sahada da drnekler her aktif kanserlerin saglam doku ile kanserin birlestigi yerden 1 cm ¢apli bir mantar
delici ile kambiyum dokusunu da icerecek sekilde kanserin iki ucu ve ortasi olmak lzere 3 yerinden kabuk 6rnegi
seklinde alinmistir (OGM, 2014b). Ornekler havlu kagitlara saril olarak ve gerekli bilgiler etiketlenerek laboratuvara
getirilmistir.

Bolu Orman Bolge Mudiirligi'ne bagli 4 isletme midirltgl (Akgakoca, Diizce, Yigilca ve Gélyaka)'nden 107
kabuk 6rnegi alinmistir. Kestane sahalarinda alanlarin &zelliklerine, arazi kosullarina, kanserin durumuna ayrica
mescere haritalari ve kestane retimi dikkate alinarak kdyler gezilmis, kestane yogunluguna gore degerlendirilerek
drneklemeler yapilmis olup; Akcakoca Orman isletme Midirligi'ne bagh 4 isletme Sefligi (Deredibi, Aktas,
Altincay ve Cumayani)'nde 46 bdlme gezilerek sahada kestane agaclar incelenmis olup, alani temsilen 6rnek
alinima uygun bulunan 66 érnek alinmistir. Diizce Orman isletme Muduirligi'ne bagh 2 isletme Sefligi (Melen ve
Konuralp) 21 bélme gezilerek sahada kestane agaclari incelenmis olup, alani temsilen 22 6rnek alinmistir. Yigilca
Orman isletme Mudurligi'ne bagh 2 isletme Sefligi (Karadere ve Melendere) 6 bélme gezilerek sahada kestane
agaclari incelenmis olup, alani temsilen 14 érnek alinmistir. Gélyaka Orman isletme Mudurligi'ne bagh 1 isletme
Sefligi (Kardiiz) 3 bélme gezilerek sahada kestane agaclari incelenmis olup, alani temsilen 5 érnek alinmistir.

43



Cakar ve ark., Bolu ve izmir Orman Bélge Midurligiu Kestane Ormanlarinda Kestane Kanseri Etmeni Cryphonectria parasitica’nin Uyum
Tiplerinin Tespiti ve Hipovirilenslik Degerlendirilmesi

izmir yéresinde kestane sahalarini temsil edecek sekilde arastirmada hedeflenen sayida kestane kanseri
bulunmus ve kabuk érnegi alinmistir. Bu amacla, bu yéreden 2015 yilinda Odemis’e bagli 10 kdyden 185 érnek,
Tire'ye bagl 7 koyden 68 ornek, Kiraz'a bagh 11 kdyden 96 6rnek ve Beydag ilgesine bagll 6 kdyden 60 érnek
alinmis olup, 34 farkli kéyden toplam da 409 kabuk &rnegi alinmistir. 2016 yilinda ise Odemis’e bagl 4 kéyden 31
ornek, Kiraz'a bagli 2 kéyden 13 6rnek ve Demirci (Manisa)'ye bagl 1 kdyden 8 érnek alinmis olup, 7 kdyden
toplam da 52 6rnek alinmistir.

Bolu ve izmir bélgelerinde farkli olarak calisiimasinin nedeni, izmir yéresinde kestane ormanlarinda sosyal
problemlerin olmasi, milkiyetin ormana ait olup, kullaniciliginin vatandasa ait olmasidir. Kestane bahceleri ve
ormanlari birbirinden ayirmak zor olmustur. Ayrica bu yérede hipoviriilensligin olmamasi nedeniyle ormanlik
alanlarda saha degerlendirilmesi yapilmamistir. Bolu yoresinde hipovirlilensligin yaygin olmasi, mescere olarak
alanlarin degerlendirilmesinin miimkiin olmasi nedeniyle bu yérede Orman isletme Miid(irliiklerine bagh ormanlik
alanlarda degerlendirmeler yapilmistir.

Bolu Orman isletme Mudirliiglu sahalarinda hipoviriilenslik degerlendiriimesi Kestane Hastaliklarina Karsi
Standart Calisma Yoéntemleri Kitapcigi (SCY)'na gére yapilmistir. ilk olarak degerlendiriime yapilacak 2-4 ha alanda
tag seyrelmesi veya kurumaya yaklasik bir oran verilmistir. Mescere icerisinde 2 ha alanda agaclar Uzerinde
iyilesmis kanserlerin varligi gézlemsel olarak tespit edilmis ve bu alana giren agaglar sayilmis ve bu alanda iyilesmis
kanserlerin bulundugu agag sayilarinin %50'den fazla oldugu alanlar hipovirilenslik acisindan yaygin oldugu
sonucuna varilmistir. Iyilesmis kanserlerin bulundugu agaclarin tepe taci seyreklik orani da %30, %60 ve %60'tan
fazla seyrelme durumuna gore degerlendirilmistir. Bu oranlar gézlemsel olarak verilmistir.

Tester izolatlarin Temini

Swiss Federal Institute for Forest, Snow and Landscape Research, WSL (isvicre Federal Orman, Kar ve Peyzaj
Arastirmalari Enstitlisi)'den temin edilen Avrupa uyum tiplerinden Tiirkiye'de varligi bilinen EU-1, EU-12 calismaya
dahil edilmistir. izmir ve Bolu yéresinde elde edilen izolatlar icin EU-1 ve EU-12 Avrupa uyum tipleri kullanilmistir.
Bolu yoresinde uyum tipleri belirlenemeyen izolatlar igin Turkiye'de olasi uyum tiplerinden Avrupa EU-2, EU-3,
EU-5, EU-7, EU-26 ve EU-44, uyum tipleri calismaya dahil edilmistir.

Cryphonectria parasitica izolasyonu

Bolu yéresinden alinan 107 kabuk érnegi ve izmir yéresinden alinan 461 kabuk 6rnegi énce %1'lik sodyum
hipokloriir icinde 3 dk tutulmus ve steril kurutma kagidinda kurutulmustur. Bu parcalardan alinan 2-3 mm
buyukliginde kesitler PDAmb (PDA 40 g, methionin 100 mg, biotin 1 mg, saf su 1000 ml) besi ortami igeren Petri
kaplarina yerlestiriimis ve 26°C sicaklikta, 12 saat aydinlik 12 saat karanlkta 7 gln inkibasyona birakilmistir.
Gelisen funguslarin stereomikroskop altinda gelisen hif uglarindan alinarak fungusun saf izolatlari elde edilmis ve
egik agarda 4°C'de buzdolabinda ve cryotiiplerde -80°C'de saklanmistir.

Kiiltiirel Ozelliklerine Bakuilarak Hipoviriilent izolatlarin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda izole edilen C. parasitica izolatlart PDAmb ortaminda kultire alinmis ve 7 giin 25°C
karanhkta, 5 glin yaygin laboratuvar 151§1 altinda gelistirilmistir. Gelisen C. parasitica izolatlan arasindan
hipovirilent izolatlar dncelikle fenotipik ve morfolojik 6zelliklerine gére yani kilturlerdeki renk olusumuna goére
belirlenmistir. Kultirlerde turuncu renkte gelisen izolatlar virllent, beyaz renkte gelisenler hipovirtlent olarak
kabul edilmislerdir (Sekil 1) (Bissegger ve ark.,1997).

NG - ’ e/
Sekil 1. Cryphonectria parasitica’nin viriilent izolatin (a) hipoviriilent izolatin (b) kiltardeki gelismeleri.
Figure 1. Cultural characteristics of virulent (a) and hypovirulent (b) Cryphonectria parasitica isolates.
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Phenol Oxidase Enzim Aktivitesi (Bavendamm Testi) ile Hipovirulensligin Belirlenmesi

Bolu bolgesinden hipoviriilent kanser oldugu diistincesiyle alinan 13 izolat laboratuvar ortaminda hipovirilent
kllttrel ozellikleri net olarak gostermedigi icin bu izolatlar Rigling ve ark. (1989)'in yontemi kullanilarak
Bavendamm testine tabi tutulmuslardir. Bavendamm ortami (5 g tannik asit, 15 g malt ekstrakt, 20 g agar, 1000
ml saf su) hazirlamak icin dnce malt ekstrakt agar hazirlanip, pH't NaOH ile 4.5’e ayarlanmis olup, ayri bir kapta
tannik asit ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunlar ayri ayri otoklav edilip ve petri kaplarina dékilmeden 6nce karistiriimig
ve PDAmb'de gelistirilen fungus izolatlarindan alinan 5 mm capli diskler bu ortama aktarilip ve 20°C karanlikta
inklibasyona birakilmistir. Bu testte, dort glinliik inkiibasyondan sonra koyu renk gdsteren izolatlar viriilent, acik
renkte olanlar ise hipovirtilent olarak kabul edilmektedir (Sekil 2).

~

Sekil 2. Bavendamm testinde virllent (koyu renkte) ve hipoviriilent (agik renkte) izolatlarin gelisimi.
Figure 2. Growth of virulent (dark colour) and hypovirulent (light colour) isolates in Bavendamm test.

Cryphonectria parasitica Izolatlarinin Vejetatif Uyum Tiplerinin (vc) Belirlenmesi

izolasyonlar sonucunda, iki farkli bélgeden (Bolu ve izmir) toplanan kabuk &rneginden elde edilen C. parasitica
izolatlarinin vejetatif uyum tipleri belirlenmistir. Bu amagla, izolatlarin PDAmb ortaminda saf olarak gelisen
kllturlerinden steril igne ile sporulasyon yapan kisimdan bir miktar alinmis, yine PDAmb ortaminda 2 mm
araliklarla, 6ncelikle daha 6nce ulkemizde varligi tespit edilen EU-1 ve EU-12 vc tipleri ile eslestirilmis ve 7 glin
karanlikta 7 glin ise yaygin giin i1siginda tutulmustur. Eslestirilen diskler arasinda kuvvetli baraj ve sporulasyon
zonlari olusturanlar veya sporulasyon olusturmayip baraj zonlar olusturanlar uyumsuz, baraj zonlari
olusturmayanlar ise uyumlu olarak degerlendirilmistir (Sekil 3) (Anagnostakis ve ark., 1986; Bissegger ve ark.,
1997). Uyum calismalari 2 tekrarh yapiimistir.
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Sekil 3. Kilturde baraj zonlarindan gériinim; baraj zonu olusturan izolat (Ustte), baraj zonu olusturmayan izolat (altta).
Figure 3. Appearance of barrage zones on culture. No barrages (bottom), clear barrage zones (top).

BULGULAR

Bolu Orman Boélge Midirligi'nden 3 orman isletme mudurligu sinirlarindan toplam 107 drnek incelenmis ve
bunlardan 76'sinda kestane kanseri etmeni C. parasitica varligi tespit edilmistir. Bu kabuk orneklerinin kultirel
oOzelliklerine gore 28 tanesi Hipoviriilent (HV: dogal iyilesme), 35 tanesi ise Virilent (V: aktif kanser) C. parasitica
olarak tanimlanmistir. Kultlrel 6zelliklerine gore net olarak tanimlanamayan 13 izolat Bavendamm testine tabi
tutulmus, bunlarin 3 adedi bu test sonucuna gore virlilent 10 adedi ise hipoviriilent olarak tanimlanmistir. Sonugta
Bolu bolgesinde iyilesen kanserlerden elde edilen 76 izolatin 38'i virtilent, 38'i ise hipovirllent izolat olarak
belirlenmistir.

izmir Orman Bélge Mudirligi'nden 2015 yilinda izmir sinirlarinda 34 farkli kdyden toplam 409 kabuk
drneginden 359 tane C. parasitica izolati elde edilmistir. Yapilan izolasyonlarda izmir yéresinde hipoviriilent izolata
rastlanmamistir. 2016 yilinda ise Mart ayi itibariyle 7 farkli kdyden (Manisa, Demirci dahil) 52 kabuk 6rnegi
toplanmis ve 50'sinde C. parasitica tespit edilmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Bolu ve izmir bélgelerinden alinan kanserli drnek ve elde edilen Cryphonectria parasitica izolat sayisi.
Table 1. Numbers of the canker samples taken from Bolu and [zmir Regions and Cryphonectria parasitica isolates.

Srnek Alinan Elde Edilen C. parasitica izolatlarinin

6 k P v
Bslge rne viriilensligi
Mudirliga "
u 9 Viriilent Hipoviriilent
Bolu 107 38 38
izmir 461* 409 -

*izmir ydresinde 2015 ve 2016 yillarinda alinan toplam &rnek sayisi (409+52).

Kanser Orneklerinden Elde Edilen Cryphonectria parasitica izolatlarunun Uyum Tipleri

Elde edilen bu izolatlar vejetatif uyum tiplerinin belirlenmesi icin yontem kisminda belirtildigi sekilde, Avrupa
uyum tipleri ile eslestirilmistir. Bolu'da 76 izolatta yapilan uyum calismalarinda ise 72 tanesi EU-1, 2 tanesi EU-12
olarak tespit edilmistir. Elde edilen 2 izolatin vejetatif uyum grubu test edilen gruplarla uyusmamistir. izmir ilinden
2015 ve 2016 yilinda elde edilen 409 C. parasitica izolatinin vejetatif uyum calismalari sonuncunda 154 tanesi EU-
1, 255 tanesi EU-12 olarak tespit edilmistir. Bolu ve izmir yéresinden (izmir Orman Bélge Mudurliga sinirlan,
Manisa dahil) elde edilen izolatlarin uyum tipleri dagilimi harita tGzerinde gosterilmistir (Sekil 4, Sekil 5, Sekil 6,
Sekil 7).
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Sekil 4. Bolu Orman Bolge Mudrlagu sinirlarinda kestane kanseri etmeni Cryphonectria parasitica’nin uyum tiplerinin dagilimi.

Figure 4. Distribution of vc types of Cryphonectria parasitica in Bolu Regional Directorate of Forestry.
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Sekil 5. izmir yoresinde kestane kanseri etmeni Cryphonectria parasitica’'nin uyum tiplerinin dagilimi (2015).
Figure 5. Distribution of vc types of Cryphonectria parasitica in [zmir Regional Directorate of Forestry (2015).
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Sekil 6. izmir yoresinde kestane kanseri etmeni Cryphonectria parasitica’'nin uyum tiplerinin dagilimi (2016).
Figure 6. Distribution of Cryphonectria parasitica vc types in [zmir (2016).
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Sekil 7. Manisa yoresinde kestane kanseri etmeni Cryphonectria parasitica’nin uyum tiplerinin dagihmi (2016).
Figure 7. Distribution of Cryphonectria parasitica vc types in Manisa (2016).

Bolu Orman Bélge Miidiirliigii Sumrlaninda Yapuan Hipoviriilenslik Degerlendirmesi

Bolu Orman Bolge Mudurligi’'ne baglh 4 isletme mudurligu (Akcakoca, Dizce, Yigilca ve Golyaka)'nden 107
kabuk ornegi alinmistir. Bu bodlgede dogal hipovirilenslik yaygin bulunmus ve arazideki kanserlerin iyilesme
durumu ile laboratuvar sonuglari birbirini desteklemistir (Sekil 8, Cizelge 2, Cizelge 3, Cizelge 4, Cizelge 5).
Hipovirilenslik yaygin oldugu halde sahalarda bazi bélmelerde tamamen kurumus kestane agaglari gorilmastr.
Bu agaglarin izerinde iyilesmis bir ya da daha fazla kanserli doku oldugu tespit edilmistir.
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Figure 8. View of naturel hyphovirulent canker in Ak¢akoca (a) and Yigilca (b) in Bolu Regional Directorate of forestry.

Gizelge 2. Bolu Orman Bélge Miidiirligu sinirlarinda kestane kanseri acisindan degerlendirilen Akgakoca Orman isletme
Mudirligi'ne bagl bolmeler.

Table 2. The stands evaluated for chestnut canker belonging to Ak¢akoca Regional Directorate of Forestry in terms of in Bolu
Regional Directorate of forestry.

seflik Adi BT\::‘e .II\_IiI:?:ere I?Laar)u Hlpow(r::;r;s:)ll:*Varllgl
65 KnKsB 47.8 96
41 KsKnbc2 52.6
39 KsKnbc2 29.5
38 KnKsB 214 74
40 KnKscd3 51.9 96
43 KnKsCmbc3 62.7 +
42 KnKsB 49.7 +
64 KnKscd3 20.5 79
8 79 KnKsbc3 54 80
? 58  KsKnbc3 26.2 86
a 57 KnKscd3 112 80
36 KnKscd3 41 86
34 KsKnbc3 18.5 +
35 KnKsbc3 19.7 +
44 KnKsGnbc3 18.7 +
67 KnKsGnbc3 58.3 +
66 KnKsD 26.4 +
54 KnKsCmbc3 6.41 +
11 Kscd3 37 +
16 KnKsB 20.3 68
14 Knd3 346 60
- 26 KnD3 19.7 72
£ 27 Kncd3 29.8 +
< 44 Kned3 24.0 51
45 Knd3 6.5 51
46 KnKsbc3 17.6 74

49



Cakar ve ark., Bolu ve izmir Orman Bélge Midurligiu Kestane Ormanlarinda Kestane Kanseri Etmeni Cryphonectria parasitica’nin Uyum

Tiplerinin Tespiti ve Hipovirtilenslik Degerlendirilmesi

Cizelge 2. Devami.
Table 2. Continue.

Seflik Adi Bélme Mescere Alani Hipoviriilenslik Varlig:

No Tipi* (ha) (Yuzde)**
48 KnKsB 473 84
16 KnKsB 20.3 +
40 KnKscd3 8.1 +
E‘ 56 KnKscd3 104 86
< 57 KsKnbc3 135 62
60 KsKnbc3 2.2 80
61 - KsKned3 22.0 +
13 KnKscd3 10.0 +
16 KsGnbc3 38 58
5 KsKncd2 12.6 +
- 19 KsKncd2 9.3 56
S 31 KnKsGnb3 209 73
= 32 KnKsbc3 33 73
< 34 KnKsGnb3 9.2 +
46 KsGnbc3 1.2 72
48 KsGnbc3 15.2 +
z 94 KnKscd3 8,5 82
= 79 KnKscd2 28 87
g 88 KsKncd?2 3.2 96
v 83 KnKsD 29.9 +

*Ks: Kestane; Kn: Kayin; Gn: Gurgen; Cm: Sahil cami; a,b,c,d: agacin gelisim caglari; 2,3: Mescerenin kapalilik oranlari, B: geng ¢ap geng yasta

bireylerin yogun oldugu se¢gme ormani D: Degisik yasli ve capli segme ormani.
** +, Sahada gozlemsel olarak hipovirtlenslik %50 olarak degerlendirildi ve bu sahalarda dal kurumalari mevcut.

Cizelge 3. Bolu Orman Bélge Midurligi sinirlarinda kestane kanseri acisindan degerlendirilen Diizce Orman Isletme
Muddrligi'ne bagl bolmeler.
Table 3. The stands belonging to Diizce Regional Directorate of Forestry evaluated in terms of chestnut canker in Bolu Regional
Directorate of forestry.

. Bolme Mescere Alanm Hipoviriilenslik Varhgi
seflikAdi o Tip? (ha) i (Yiizde) i
16 KsthKncd3* 1.9 +
17 KslhKncd3* 39 64
18 KslhKncd3* 1.6
19 KslhKncd3* 26.2 +
21 KnKsbc3 4.6 92
S 26 KslhKncd3  13.1 9%
s 27 KslhKncd3 20 +
29 KnKscd3 7.9 +
30 KnKsbc3 134 +
187 KnKscd3 10.2 +
160 KslhKncd3* 11.0 +
191 KnKsGnc3 21.5 54
52 KsKnbc3 2.1 +
25 KnKsbc3 40.3 +
28 KnKsbc3 20.5 +
= 27 KnKsbc3 9.7 +
5 27 KsKnbc3 219 ¥
Q 47 KsKnbc3 29.6 +
60 KsKnbc3 324 +
60 KsKnbc3 5.1 +
58 KsGnlhbc3* 15.6 +
*Ih: Ihlamur.
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Gizelge 4. Bolu Orman Boélge Mudirligi sinirlarinda kestane kanseri agisindan degerlendirilen Yigilca Orman isletme
Midirluagi'ne bagh bélmeler.

Table 4. The stands belonging to Yigilca Regional Directorate of Forestry evaluated in terms of chestnut canker in Bolu Regional
Directorate of forestry.

Hipoviriilenslik

Seflik Adi B6lme No Mescere Tipi Alani (ha) Varhgi
(Yuzde)
" 27 Ksd1 5.1 80
g 28 KnKsDycd2* 43 72
< 25 KnKscd?2 13.7 +
* 25 KnKsbc3 144 "
g9 19 KnKsbc1 2.5 80
23 20 KnKscd3 8 64

*Dy: Diger yapraklilar

Gizelge 5. Bolu Orman Bélge Midiirligi sinirlarinda kestane kanseri acisindan degerlendirilen Gélyaka Orman isletme
Mudurlagi’'ne bagl béimeler.

Table 5. The stands belonging to Gélyaka Regional Directorate of Forestry evaluated in terms of chestnut canker in Bolu
Regional Directorate of forestry.

Bolme Mescere

Hipoviriilenslik Varlig

Seflik Adi No  Tipi Alani (ha) (Yiizde)
N 28 KnKsGncd2 13.8 +
3 11 KnKsGned2 119 +
N4 12 KnKscd2 10.7 +

izmir Yéresinde Hipoviriilenslik Degerlendirmesi

izmir yéresinde 2015 yili Mart ayi itibariyle 4 ilceye bagli 34 kdyden toplanan 409 kabuk érneginden 359 C.
parasitica izolati elde edilmistir. 2016 yilinda ise izmir ilinde 2 ilceye bagh 6 kdy ve Manisa ilinde 1 ilceye bagh 1
kéyden toplanan 52 kabuk érneginden 50 C. parasitica izolati elde edilmistir. Yapilan calismada izmir yéresinden
toplanan 409 izolatin hepsi virtilent olarak bulunmustur. Bu bélgede dogal olarak hipoviriilenslige rastlanmamistir.

TARTISMA

Kestane'nin diinyada en yaygin gortlen iki 5nemli hastaligi vardir. Bunlar kestane kanseri ve Phytophthora kok
curtklagiduar. Bu hastaliklardan kestane kanseri, kestane agacinin yetistigi hemen her yerde gorilmektedir.
Kestane adaclarinda kurumalara ve verim dislkligline neden olan bu hastalik tilkemiz kestane sahalarinda da
gorulmekte ve ciddi kayiplara yol agmaktadir. Bu ¢alisma sonuglari dnceki calismalarda (Celiker ve Onogur,1998,
2009; Erincik ve ark. 2011; FAO, 2014; Daldal, 2015) vurgulanan hastaligin Ege Bdlgesinde yaygin ve zararli
oldugunu dogrulamistir. Ayrica kestane kanserinin Bolu bdlgesinde de yaygin oldugu, ancak bu bolgede
hipovirllensligin de yogun olarak bulundugu belirlenmistir.

Kestane kanseri ile miicadelede diinyada kullanilan en etkin ve basarili yontem biyolojik savastir. Biyolojik
savasin temelinde kanserlerin vejetatif uyum tipine uygun hipovirllent izolatlarin uygulanmasi yatmaktadir. Bu
calismayla Bolu ve izmir bélgelerinde kestane kanserinin uyum tipleri tespit edilmistir.

Galisma kapsaminda oncelikle Bolu Orman Bdlge Mudurligu kestane sahalarinda hastalik degerlendiriimesi
ve uyum tipi tespiti calismalari yapilmistir. Bu bdlgeden iyilesmis kanserlerden érnekler alinmistir. Hipovirilent
kanserlerden alinan orneklerin bazilari morfolojik olarak virlilent izolat goériniminde gelisim gostermis
oldugundan Bavendamm testine tabi tutulmustur. Bu testin sonuglarina gére 13 6rnekten 10 tanesi hipovirilent
olarak bulunmustur. Sonuc olarak iyilesen yani hipovirllent kanserlerde de bazi kisimlarda viriilent kanser etmeni
bulunabilir ve bu nedenle bu tip kanserlerden her zaman hipoviriilent kanser elde edilmesi beklenilmemelidir
(Akilli, 2008; Bryner ve ark.,2013). Bu sonuclar da bu bakimdan olagandir. Bu yorede hipovirilenslik yaygin oldugu
icin gelecekte yapilacak calismalarda kullanilabilecek yeni hipoviriilent izolatlar elde edilmistir. Bu bolgede hakim
olan uyum tiplerinin 6nceki calismalarda (Akilli ve ark., 2009) elde edilen sonuglarla uyumlu oldugu bulunmus,
bolgede EU-1 uyum tipinin yaygin oldugu saptanmistir. Bolu bolgesinde Avrupa uyum tiplerinde dagilim %97.2
EU-1, %2.8 EU-12 olarak tespit edilmistir. Sahalarda yaygin bir sekilde hipovirilenslik tespit edilmistir. Bazi
sahalarda asir olarak tam kurumus agaclar gorilmustir. Bu sahalar icin silvikiltirel ve sanitasyon dnlemleriyle
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mekanik mucadele yapilmalidir. Tam kurumus agaclarin ¢ok oldugu alanlarda Phytophthora kok ¢lrtklaginin
olabilecegi dustinilmektedir. Bu sahalarin baska bir arastirma kapsaminda detayli olarak ele alinmasina gerek
vardir. Bolu yoresinde kestane ormanlarinda genel olarak meyve verimi hastaliklardan dolayi az olup, 6zellikle
Yigilca Orman isletme Midiirligii'nde sahiplenilmis ve bahge olarak kullanildigi gériilen kestaneliklerin veriminin
daha iyi oldugu gdzlenmistir. Bolu ydresinde gezilen karisik mescerelerde kestane agaclarinin daha saghkl oldugu
gozlemlenmistir. Sahalarda hipovirtlenslik yaygin bulunmus olup, iyilesmis alanlarda ¢ok fazla dal kurumlar da
goézlenmistir. lyilesmis agaclarin Gizerine bulunan tam kurumus dallarin bulunmasi, bu sahada daha énceden
aktifligin var oldugunu ve zaman iginde hipoviriilensligin yayginlasmasiyla iyilesmelerin basladigini ve ince
dallarda kanserin dali tam olarak kusatmasindan dolayi dal dliimlerinin gerceklestigi distintlmektedir.

Calismanin Ege Bolgesinde yiiritilen kisminda hig iyilesme gdsteren kansere rastlanmamistir. Elde edilen tiim
izolatlar virlilent ozellikte gelisme gostermistir. Bu bdlgede %37.6 EU-1, %62.4 EU-12 uyum tipi dagilimi tespit
edilmistir. Bu da elde edilen verilerin daha 6nceki bulgularla uyumlu oldugunu gdstermektedir (Erincik ve ark.,
2011; FAO, 2014).

SONUC

Arastirma sonucuna gére, izmir ve Bolu yéresinde kestane kanseri etmeninin uyum tipleri aciga kavusturulmus
ve bu boélgede en yaygin uyum tiplerinin EU-1 ve EU-12 oldugu belirlenmistir. Uyum tipi cesitliliginiz az olmasi
dzellikle dogal hipoviriilensligin olmadigi izmir gibi bélgelerde biyolojik miicadelenin basarisini arttiracaktir. Uyum
cesitliligi az olan bu bolgelerde biyolojik miicadele ¢alismalari devam ettirilmelidir. Bu yérede hemen hemen
tamamen asili kestane yetistiriciligi yapildidi icin, disardan asi kalemi getirme olasihdi vardir ve ilerde degisik uyum
tiplerinin bélgeye sokulmasi mimkiinddr. Ayrica dogal mutasyonlarla da genetigi yakin uyum tipleri olusabilir. Bu
nedenle boélgede biyolojik savasin sirekliligi icin uzun sireli calismalara gerek vardir. izmir Orman Bélge
Muadurliga sinirlarinda kestane kanseri disinda baska hastaliklar da gézlenmistir. Tamamen kurumus ¢ok sayida
kestane agacina rastlanmistir. Bu kurumalarin bircogunun yiritilen bir calismada (Ankara Universitesi BAP
15B0447002 No'lu proje) Phytophthora kok curukligunden kaynaklandigi bulunmustur. Bolu yoresinde
hipovirilenslik yaygin bulunmus olup, bu calismalara devam edilmeli ve hipoviriilensligin %50'den az oldugu
bblgelerde biyolojik micadele calismalar baslatiimalidir. Yine bu bolge de uyum tipi cesitliliginin az olmasi
biyolojik mucadele calismalarinin basarisini arttiracaktir. Bélgelerde asi calismasi yapilacak ise yore disindan asi
kalemleri getirilmemelidir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar olarak bu makalenin planlanmasi, yirutilmesi ve yazilmasi konusunda bir ¢ikar catismasi olmadigini
beyan ederiz.

YAZAR KATKISI

Deniz CAKAR, Secil AKILLI SIMSEK, Salih MADEN ve Y. Zekai KATIRCIOGLU calismanin planlanmasi, yiritiilmesi
ve laboratuvar calismalarini yaritmastir. Deniz CAKAR ve Tuncay CAN arazi calismalarinin planlanmasi ve
orneklerin toplanmasi igslemlerini ylritmustur.

TESEKKUR

Bu calisma; Orman Genel Mudurligl / Bati Karadeniz Ormancilik Arastirma Enstitisd Mudirligi'niin
yuritictligina yaptigi “Bolu ve izmir Ormanlarinda Kestane Kanseri Hastali§i (Etmen: Cryphonectria parasitica
(Murr.))'nin Hipoviriilent izolatlarla Biyolojik Savasimi” projesinden derlenmistir. Orman Genel Midiirligii'ne, Bati
Karadeniz Ormancilik Arastirma Enstitiisiic Midurligi‘ne, izmir Orman Bélge Midurliigi calisanlarina, Swiss
Federal Institute for Forest, Snow and Landscape Research, WSL (isvicre Federal Orman, Kar ve Peyzaj Arastirmalari
Enstitlist) fitopatoloji takim lideri Dr. Daniel Rigling’e, Bursa Orman Bolge Mudurligi'nde gorevli Orman
Miihendisi Hacer CAN'a, Bolu il Ozel idaresi'nde gérevli Orman Yiiksek Miihendisi Mijdat ULUDAG'a ve orman

koyllsline tesekkir ederiz.
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