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OZET

Bu makalede, Manisa ili Haciisalar koytindeki bir kestanelikte kestane kanseri hastaliginin hipovirulent streynlerle
biyolojik miicadelesiyle ilgili 2002-2005 yillart verileri ile 2007-2008 yillarinda hipovirulensin dogal yayilma
durumunu saptamaya yonelik arastirma sonuglari verilmistir. [lk etaptaki ¢alismada, deneme alanindaki hasta
agaclardan sadece EU-1 uyum grubuna ve MATI-1 eslesme tipine ait virulent izolatlar elde edilmistir. Ege Bolgesi
kestaneliklerinde hipovirulent streyn saptanmadigi i¢in, laboratuar kosullarinda lokal bir virulent izolat Marmara
bolgesinden elde edilen hipovirulent izolat yardimiyla yeni bir lokal hipovirulent streyne donistiiriilmiis ve bu
streyn HiSF, olarak kodlanmistir. HiSF,’in EU-1 uyum grubu ve MATI-1 eslesme tipine ait oldugu belirlenmis ve
konversiyon testlerinde virulent izolatlarin tamamini hipovirulent karaktere doniistiirmiistiir. Sonraki boliimde,
kestanelikteki genc¢ agaclarin iizerinde mevcut kanserlerin boyutlar1 6lgiildiikten sonra, bu kanserlerin ¢evresine
HiSF,’in gelistigi koloni diskleri inokule edilmis ve aylik donemlerle kanserli dokudaki boyut degisimleri
Ol¢tilmiistiir. Sonugta, HiSF, ile inokule edilen kanserlerin ¢ogunda kallus olusumuna baglh kiigiilme saptanirken,
bazilarinda aktif kanserlerin yiizeysel iyilesmis kanser tipine dontstiigii kaydedilmistir. Her iki iyilesme
belirtisinden hipovirulent streyn tekrar izole edilmistir. Bu ¢aligmanin sona ermesinden sonra, deneme sahasindaki
kestanelik siirekli olarak gézlem altinda tutulmustur. 2003 yilinda yapilan inokulasyondan 4 yil sonra, 2007-2008
yillarinda, hem o6nceden inokule edilmis ve hem de inokule edilmemis agaglarda hipovirulensin dogal yayilimi
sonucunda yeni, iyilesmis kanserlerin varligi saptanmustir.
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ABSTRACT

In this study, results of studies about the biological control of chestnut canker with hypovirulent strains during
2002-2005 and natural dissemination of hypovirulence in the same chestnut stand during 2007-2008 in Manisa —
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Haciisalar village in Turkey were reported. During the field and laboratory studies only virulent Cryphonectria
parasitica isolates were obtained from the infected trees belonging to EU-1 vc-group and MATI-1 mating type.
During the conversion tests, hypovirulence could be tranmitted to all of these isolates by the local hypovirulent
strain coded as HiSF;, which also belonged to vc type EU-1 and MATI-1 mating type. Following this result, HiSF,
was inoculated onto cankered tissues of the infected trees, after measuring the length and width of the tissue and the
changes in the dimensions of infected area were measured monthly. It was recorded that most of the active cankers
treated with the HiSF were becoming smaller by forming callus tissue and some others were changing from active
growing type to healed-superficial cankers. HiSF was re-isolated from both of those healing canker types. After
completion of this study, the research area was visited at certain intervals in order to follow the canker development
on the trees, and four years after inoculation, in 2007-2008, new healing cankers were recorded on inoculated as
well as on non-inoculated trees, indicating that hypovirulence could spread naturally in the chestnut grove.

Keywords: Chestnut blight; Cryphonectria parasitica; Hypovirulent strain; Natural dissemination

1. Giris

Kestane (Castanea sativa L.), Kkerestesi ve
meyvesi nedeniyle 6nemli bir agagtir.  Kestane
kanseri (Cryphonectria parasitica Murr. Bar.)
hastaligi, diinyanin ve Tiirkiye’nin kestane
alanlarinda yaygin ve ¢ogu kez agaglarin tamamen
kurumasina neden olan dnemli bir sorundur.

Kimyasal yolla miicadelesi miimkiin olmayan
hastalik, i¢ ve dis karantina onlemleri ve kiiltiirel
uygulamalarla kontrol edilmeye ¢aligilmakta
(Anonymous 2008), ayrica Avrupa iilkelerinde
hipovirulent C. parasitica 1klar1 yardimiyla
basarili  bir sekilde biyolojik miicadelesi
yapilmaktadir (Heiniger & Rigling 1994).
Tiirkiye’de de bu hedefe varmak fizere, cesitli
arastiricilar  tarafindan  kestane yetistiriciligi
yapilan Ege, Marmara ve Karadeniz bolgelerinden
izolat toplama, izolatlarin fenotipleri, uyum
gruplart  ve eslesme  tiplerini  belirleme,
hipovirulenslik aktarimi gibi in vitro ¢aligmalar
yaninda (Ac¢ikgoz et al 2007; Akilli et al 2009;
Celiker & Onogur 2004, 2007; Coskun et al 1999;
Giirer et al 2001; Doken et al 2007), kontrollu
kosullarda kestane fidanlar1 kullanilarak in vivo
caligmalar da yiritilmiistir (Akilli et al. 2011;
Aksoy et al. 2004).

Kestane  kanseri  hastaliginin  biyolojik
miicadelesiyle ilgili olarak, tarafimizdan yapilan
caligmalarda 1996-2000 yillar1 arasinda Ege ve
Marmara bolgelerinden 324 adet virulent izolat
toplanmis ve Marmara bolgesinden dsRNA
tasidign  Isvigre Federal Orman Arastirma
Enstitiisii  tarafindan testlenip onaylanmig 7
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hipovirulent streyn elde edilmistir (Celiker &
Onogur 1998). Kestane fidanlarina virulent ve
hipovirulent 1kin birlikte yanyana inokule
edilmesi halinde, bu birlikteligin fidanlarda kanser
olusumunu yavaslattigi ve zamanla kanserli

dokunun iyilestigi gozlenmistir (Celiker &
Onogur 2001). Bu c¢alismalardan sonra,
Tiirkiye’de  dogal  kosullarda, kestanelikte,

hipovirulens aktarimi yoluyla biyolojik miicadele
olanaklarini arastirmak iizere, 2002 — 2005 yillar1
arasinda Manisa ili Haciisalar kdyiinde yer alan
bir kestanelikte, hastaligin biyolojik miicadelesi
ylriitillmiistiir (Celiker & Onogur 2009a). 2007-
2008  yillar1  arasinda, aynm1  kestanelikte
hipovirulensin  kendiliginden, dogal yayilma
durumu ile ilgili gézlemler degerlendirilmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Deneme alani, bitkisel ve fungal materyal
Caligma, Manisanin Haciisalar kdyiinde, 3-7 yash
93 agacin bulundugu, kestane kanseri hastaliginin
yant sira Cytospora kanseri (Cytospora sp.) ile
Armillaria (Armillaria mellea) kok curikligii
hastaliklarinin da sorun oldugu bir kestanelikte
ylriitiilmiistiir. 2002 yili ekim ayinda, 93 kestane
agacindan 25 adedinin hastalik belirtileri tasidigi
belirlenmistir. Bu agaglar caligmanin bitkisel
materyalini olusturmustur.

Fungal materyaller;
a) Vejetatif uyum gruplarini ve eslesme tiplerini
belirlemek iizere, Dr.Ursula Heiniger ve Dr.
Daniel Rigling’den (Swiss Federal Institute for
Forest Snow and Landscape Research) temin
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edilen Avrupa Uyum Grubu izolatlari, (EU-1 ve
EU-12) ile Avrupa eslesme tipi (MAT1-1/1297 ve
MATI-2/1115) izolatlari,

b) Lokal hipovirulent streyn, “HiSF,”,

c) Biyolojik miicadele ¢aligmasi yapilmadan dnce,
2002 yilinda galisma alanindaki hasta 25 agagtan
elde edilen ve in vitro testlerde kullanilan 25 adet
virulent C. parasitica izolati,

d) Hipovirulent streynle 2003 yilinda inokule
edilen 18 aga¢ iizerindeki 29 kanserden elde
edilen 102 adet re-izolat.

2.2. Laboratuarda in vitro test ¢calismalari

Denemenin baglangicinda, 2002 yili ekim ayinda,
93 kestane agacindan 25 adedinin hastalik
belirtileri tasidigi belirlenmis ¢alisma alanindaki
C. parasitica izolatlarinin populasyon yapisini
(izolatlarin  fenotipi, vejetatif uyum grubu,
eslesme tipi) belirlemek {izere agaglardaki her bir
kanserin 4 ayr1 yoniinden 4 mm ¢apli mantar
delici ile kabuk o&rnekleri alinnus, Ornekler
%10’lik sodyum hipoklorit i¢inde 4 dak.
tutulduktan sonra PDA (Patates Dekstroz Agar)
besi yerine alinmistir.

Re-izolasyon  isleminde ise, agaclarin
hipovirulent streyn ile inokulasyonundan 1 yil
sonra baslamak iizere, iyilesme belirtisi gosteren
her bir kanserin yine 4 yoniinden, mevsim i¢inde
1-3 kez kabuk O&rnekleri toplanmig ve ylizey
sterilizasyondan sonra drnekler PDA besi yerine
almmis, elde edilen izolatlar tiiplere
saflagtirilmistir.

Fenotip gruplandirma, ¢aligma alanindan elde
edilen C. parasitica izolatlarinin  turuncu
(virulent) ya da beyaz ( hipovirulent ) olma
durumlarmi belirlemek igin yapilmistir. Her bir
izolatin sporlart steril igne ile alinmis ve PDA
ortaminin 6 noktasia inokule edilmistir. Deneme
2 tekerriirlii olarak yiiriitiilmistiir. Petri kaplar1
once 7 giin stireyle 25 °C sicakliktaki inkubatorde
karanlikta, daha sonra 7 giin siireyle oda
sicakliginda, giin 1s1¢mda tutulmustur (Bissegger
et al 1997). Bu testler inokule edilen kanserlerden
elde edilen re-izolatlar i¢in de yapilmustir.

Vejetatif uyum testi i¢in ¢alisma alanindan

elde edilen her bir turuncu izolat ile Avrupa
Uyum Grubu (EU-1, EU-12) izolatlarinin her

birine ait sporlar 0.3-0.4 cm araliklarla ikiser
ikiser PDA ortamina inokule edilmistir. Yedi ve
12 gilin sonra yapilan degerlendirmelerde, iki
izolat tek bir koloni olarak gelisiyorsa “uyum
var”, aralarinda baraj meydana geliyorsa “uyum
yok” olarak kabul edilmistir (Bissegger et al

1997). Deneme 2 tekerriirlii olarak yiiriitilmiistiir.

Ege bolgesinde hipovirulent irk saptanmadigi
i¢in, lokal virulent izolatlar Onceki ¢alismada
(Celiker & Onogur 1998), Marmara Bolgesinden
(Izmit- Golciik ve Karamiirsel) izole edilmis olan
hipovirulent streynlerden bir tanesi ile asagida
aciklandigi sekilde doniistiiriilmiis ve bdylelikle
elde edilen lokal yeni hipovirulent streyn,
“HiSF,”, hem in vitro testlerde hem de biyolojik
miicadele ¢alismasinda kullanilmustir.

Konversiyon testleri, hipovirulent izolatlarin
virulent izolatlar1 doniistiirebilme yeteneklerini
belirlemek icin yapilmaktadir (Bissegger et al
1997). Bu yontem uyarinca, 2 farkli gruba ait
sporlar, vejetatif uyum grubu testinde oldugu gibi,
PDA ortamu iizerinde ikiser ikiser eslestirilmisler
ve yine yukarida  Dbelirtilen  kosullarda
gelistirilmislerdir. Iki izolat beyaz renkli tek bir
koloni halinde gelisiyorsa bunlar arasinda ‘uyum
var’ olarak, aralarinda baraj olusuyor ve doniisiim
olmuyorsa ‘uyum yok’ olarak degerlendirmistir
(Bissegger et al 1997).

Doniistiirme yetenegi, kestane agaglarinda
hipovirulent streyn ile inokule edilmis
kanserlerden elde edilen beyaz renkli tim re-
izolatlar i¢in de belirlenmistir.

Eslesme tipini belirleme testleri, deneme
alaninda yeni uyum gruplarinin meydana gelme
olasiligini ortaya koyabilmek igin yiiriitiilmistiir.
Bu amagla, dormant donemde toplanan 1.5-2 cm
capli kestane siirgiinleri 6nce boyuna, sonra enine
4 cm uzunlugunda kesilmis ve otoklavda iki kez
arka arkaya 1.5 atmosfer basing altinda 30 dak.
stireyle sterilize edilmistir. Her bir siirgiin parcasi
60 mm ¢apli steril petri kabina yerlestirildikten
sonra gevresine %]1,5'lik su agar ortam
dokilmiistiir (Bissegger et al 1997). Testlerde,
deneme alanindan toplanan virulent izolatlar,
lokal hipovirulent streyn HiSF; ve Avrupa
eslesme tipi (MATI-1, MATI-2) izolatlart
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kullanilmistir. Calismada, her bir izolatin PDA
ortaminda gelistirilmis 7 giinliik kiiltiirinden
alman 4 mm Dbiyikligindeki agar diskleri
kullanilmustir. Denemeler 2 tekrarlt
yiriitilmiistiir.

Eslesme tipi testleri turuncu ve beyaz izolatlar
icin farkli bicimde yiritilmistiir. Turuncu
izolatlar igin eslesme testinde, petri kaplar
icindeki siirgiin pargasinin bir kdsesine eslesme
tipi bilinen izolatlardan bir tanesi, ¢apraz kosesine
ise eslesme tipi bilinmeyen izolatlardan bir tanesi
konmus ve petri kutular1 14 giin siireyle 25 °C'de
16 saat aydmlatilarak (2.500 lux) spor olusumu
saglanmistir. Bu silirenin sonunda petrilere steril
saf su konarak spor siispansiyonu elde edilmistir
(Bissegger et al 1997). Bu eslesme testinde,
stirglin pargasinin bir kdsesine eslesme tipi bilinen
izolatlardan bir tanesi tek basina inokule edilip
spor olusumu saglanmustir. Bu sirada, farkli petri
kaplarinda PDA  ortamma inokule edilen
hipovirulent izolatlar 25°C de, 10.000 lux 1sikta
(yiksek 151k siddetinde spor olusturabilmeleri
nedeniyle) 14 giin siireyle tutulmus ve bu siirenin
sonunda hazirlanan spor siispansiyonu eslesme
tipi belli olan izolatin gelistigi petri kabina
eklenmistir (Bissegger et al 1997).

Yukaridaki uygulamalardan sonra petri kaplar1
18°C'de 8 wsaat 1sikta (2.500 1lux), 16 saat
karanlikta tutulmustur. Testin 2. ve 4. aymin
sonunda dal parcalarinin iizerinde eseyli lireme
kriteri olan peritesyum olusumu yoniinden
degerlendirilme yapilmistir. Calismada pozitif
kontrol olarak iki eslesme tipine ait izolatlar
birlikte; negatif kontrol olarak ise her bir eslesme
tipine ait izolat ayri ayr1 inokule edilmistir
(Bissegger et al 1997).

2.3. Kestanelikte yiiriitiilen ¢calismalar

Caligma alaninda mevcut kestane agaglarinin
timii numaralanmis ve yerleri alanin krokisi
iizerine isaretlenmistir.

Hipovirulent streynin inokulasyon g¢alismasi
11.6.2003 tarihinde yiriitilmiistiir.
Inokulasyondan 1 giin 6nce hasta olan tiim agaglar
iizerindeki kanserlerin sayis1 ve kanser boyutlari
bir  serit metre  yardimiyla  Olgiilerek
kaydedilmistir. Toplam 18 hasta agac tlizerindeki

29 aktif kanserin her birinin ¢evresinde, hastalikli
ve saglikli kabuk dokusunu kapsayacak sekilde, 2-
3 cm araliklarla 4 mm c¢apli mantar delici ile
delikler agilmigtir. Bu deliklere PDA ortaminda,
26°C'de karanlikta 7 giin siireyle gelistirilen
HiSF;’in kolonilerinden alinan agar diskleri
yerlestirilmistir.  Disklerin ~ kurumamast igin
deliklerin istii kagit bantla kapatilmistir.

Aynmi yilin eyliil ve ekim aylarinda, deneme
alaninda yeni olusan aktif kanserlere de
inokulasyon yapilmustir.

Kanser biiyiikligiindeki degisimi saptamak
icin HiSF; ile inokule edilen her bir kanserin eni
ve boyu 1.5-2 aylik dénemlerle 6l¢iilmiistiir.

Inokulasyondan 1 yil sonra, inokule edilmeyen
agaclarda iyilesen karakterde kanser belirtilerinin
varligi kontrol edilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma
3.1. In vitro test bulgular

Deneme alaninda hastalik belirtisi tasiyan 25
kestane agacindan elde edilen 25 izolatin
fenotipik ozellikleri, vejetatif uyum gruplari,
HiSF, kodlu hipovirulent streynin bu izolatlar
doniistirme  yetenegi hakkinda elde edilen
bulgular Cizelge 1’de, virulent izolatlarin ve
hipovirulent streynin ait olduklar eslesme tipleri
ise Cizelge 2’de verilmistir. Sonug olarak, deneme
alaninda sadece virulent (turuncu renkli) C.
parasitica izolatlarinin var oldugu, bu izolatlarin
hepsinin Avrupa Uyum Grubu izolatlarindan
sadece EU-1 ile wvejetatif uyumlu oldugu
saptanmustir.  Donlistiirme testinde ise, EU-1
uyum grubuna ait olan HiSF, 25 virulent izolatin
hepsini beyaz forma doniistiirmiis, onlara
hipovirulent karakter kazandirmstir.

Calismada kullanilan tiim izolatlarin ve
HiSF;’in MAT 1-1 eslesme tipine ait olduklar
belirlenmistir. Turuncu izolatlarin tamami ve
HiSF,, MATI-1 ile eslestirildiklerinde peritesyum
olusmazken, MATI-2 ile -eslestirildiklerinde
peritesyum meydana gelmistir.  Bu sonuglar,
¢alisma alaninda yeni uyum gruplarinin olugma
olasiliginin bulunmadigin1 gostermektedir. Ciinkii
eseyli lireme farkli esey tipleri (MATI-1 ve
MATI-2) arasinda gergeklesmektedir (Marra &
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Cizelge 1-Deneme alanindaki C. parasitica izolatlarinin fenotipik 6zellikleri, vejetatif uyum
gruplari ve lokal hipovirulent streyn HiSF1’in doniistiirme yetenegi

Table 1-Cultural phenotypes and vegetative compability (v-c) groups of the C. parasitica isolates in the
research area and conversion ability of the local hypovirulent strain, HiSF1

Lzolat sayis Fenotip Vejetatif uyum grubu Doniistiirme Yetenegi
EU-1 EU-12 HiSF,
25 Turuncu + - +

(+): Pozitif; (-): Negatif

Cizelge 2-Deneme alanindaki C. parasitica izolatlarimin ve lokal hipovirulent streyn

HiSF1’in eslesme tipleri

Table 2-Mating types of the C. parasitica isolates and local hypovirulent strain in the research area

Lolat sayisi Eslesme tipi
Matl-1 Mat 1-2
25 - +
HiSF, - +

(+): Pozitif; (-): Negatif

Milgroom 2001). Bir bolgede birden fazla sayida
uyum grubunun varligr Dbiyolojik miicadele
calismasini oldukca giiglestiren bir 6zellik olarak
kabul edilmektedir. (Heiniger & Rigling 1994).
Buna gore, c¢alisima alaninda  biyolojik
caligmalarin yiiriitiilmesinde patojenin genetik
ozelliklerinden kaynaklanabilecek bir olumsuzluk
ortaya ¢ikmayacaktir.

3.2. Kestanelikte yiiriitiilen ¢alismalarda elde
edilen bulgular

3.2.1 Biyolojik miicadele bulgular

Deneme alanindaki 18 aga¢c (25 agactan 7’si
kurumustur) iizerindeki toplam 29 kansere 2003
yilinda HiSF, ile yapilan inokulasyonu takiben
kanser boyutlarindaki degisimler, 1.5-2 ay ara ile
2005 yila kadar yapilan 6lgiimlerle belirlenmis
ve bulgular Cizelge 3’te verilmistir. Ilk y1l haziran
ay1 i¢inde inokule edilen agaglardan 8 tanesi (agag
no:19, 30,33, 36, 76, 79, 91, 93) iizerindeki 10
kanser alaninda biiyiime olmazken, 2004 yilinda,
11 agac (agag no: 18, X, 36, 53, 56, 73, 76, 79, 86,
91, 93) iizerindeki 13 kanserde iyilesme olmustur.
Inokulasyondan 3 yil sonra, 6 agac (aga¢ no: 18,
53, 56, 76, 79, 86) iizerindeki 7 iyilesen kanserin
biiytikliigiinde degisme olmamus, 7 agag¢ (aga¢ no:
X, 18, 30, 36, 73, 91, 93) tizerindeki 10 kanser
alaninda bilylime olmus, 6 agac (aga¢ no: 9, 13,
17,19, 33, 54) ise kurumustur.

Sonu¢  olarak, 2003  yilinda kanser
biiyiiklikklerinde genel olarak artig olmazken,
2004 yilinda 8 agagc iizerindeki 10 kanser iyilesme
gostermis, 2005 yilinda 6 agag iizerindeki toplam
7 kanserde iyilesmenin devam ettigi saptanmistir.

Inokule  edilen  kanserlerdeki iyilesmeler
hipovirulensligin ~ aktarilabilmesi ~ nedeniyle
meydana gelmistir. Bazi kanserlerde kallus

dokusunun olusumuna bagli olarak kanser alani
gittikge kiiciilmiis ve patojenin iireme organlarini
tagtyan stromalar kaybolmustur. Bu konuda
calisan diger arastiricilar da iyilesme siirecinde
kallus dokusu olusumunun rol oynadigini ifade
etmektedirler (Calza 1993). Bazi kanserlerde ise
iyilesme, Dunn et al (1992)’1in da belirttigi gibi,
aktif kanserlerin inokulasyondan sonra, siyahimsi-
kahverengiye donlismesi, kabukta yiizeysel
catlamalarin ortaya c¢ikmasi, kanserin dokuda
derinlemesine yayilmasinin durmast seklinde
olmustur.

3.2.2 Hipovirulent streynin dogal kosullardaki
adaptasyonu

Caligmanin ilk yilinda HiSF, ile inokule edilen
agaclardan 2004 ve 2005 yillarinda toplam 13
agac Uzerindeki 20 iyilesen kanserden re-
izolasyonlar yapilmis ve bu iyilesen kanserlerden
beyaz (74 adet ) ve turuncu (28 adet) renkli olmak
iizere toplam 102 izolat elde edilmistir.
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Cizelge 3-inokule edilmis agaclar iizerindeki kanserli alanlarm 2003-2005

yillar1 arasindaki donemde gosterdikleri degisim

Table 3-Variation of the canker size on the inoculated trees during the period 2003-2005

7
Kanser Alanlari, cm

Tarih
AgaT 10.06.2003'  22.07.2003  02.09.2003 21.10.2003 20.05.2004 06.07.2004 21.9.2004  15.6.2005
9 82.4 82.4 82.4 Kurudu® Kurudu Kurudu Kurudu Kurudu
122 122 122
13 1374 1374 1403 Kurudu Kurudu Kurudu Kurudu Kurudu
17 2872 2872 2918 Kurudu Kurudu Kurudu Kurudu Kurudu
18 - - 265 265 306 306 103 72
117 117 137 137 196 196
19 337 337 337 337 Kurudu Kurudu Kurudu Kurudu
2826 2826 2826 2826
X - - 832 919 942 320 320 333
577 577 577 582 340 857
33 33.7 37.1 35 53
30 628 628 628 628 521 521 608 981
33 239 239 239 239 Kurudu Kurudu Kurudu Kurudu
31 35 52 58
31 31 50 57
36 110 110 110 110 47 47 44 188
679 679 679 679 265 265 418 554
53 53 111 111 117 239
53 - - 94 94 90 74 64 30
54 594 594 602 602 622 622 898 Kurudu
56 131 131 176 176 251 256 173 173
73 763 763 763 797 797 797 797 809
76 459 459 459 459 459 459 459 163
79 276 276 276 276 276 245 220 220
86 206 206 286 286 297 220 181 169
53 53 99 96 96 35
40
91 91 91 91 91 91 91 91 117
93 176 176 176 176 176 54 44 98
"Tnokulasyon 6ncesi kanser bityiikligii
? Kanser alani elips formiiliine gore hesaplanmigtir
Konversiyon testlerinde, beyaz renkli re- aragtirma alaninda dogal yayilma durumunu
izolatlarm  turuncu  izolatlart  doniistirme  belirlemek amaciyla, 2004 yilindan bagslayarak

yetenegine sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge
4).

Bu sonug, iyilesmenin  hipovirulenslik
nedeniyle oldugunu bir kez daha gostermekte ve
inokulasyondan 2 yil sonra da bu kanserlerden
HISF,’in hala geri almabilmesi, bu streynin
dogaya adapte olabildigine isaret etmektedir.

3.2.3 Hipovirulensin dogada yayilimi

kanserlerin
streynin

Yapay inokulasyonlar
iyilesmesini  saglayan

sonucu
hipovirulent

2007-2008 donemine kadar siirdiiriilen gozlemler
yapilmistir. Calisma alaninda, 2006 yilina kadar
yeni, iyilesen kanser meydana gelmezken,
inokulasyondan 4 ve 5 yil sonra, 2007 ve 2008
yillarinda, onceden inokule edilmis 6 agac
iizerinde 6 yeni iyilesmis kanser, inokule
edilmemis 17 aga¢ lizerinde ise 22 iyilesmis
kanser olmak {iizere, toplam 23 agac¢ iizerinde
hepsi kallus dokusuna sahip 28 yeni iyilesen
kanser meydana geldigi kaydedilmistir (Cizelge
5). Bu durum calismanin 6nemli bir sonucunu
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Cizelge 4-Hipovirulent streyn ile inokule edilmis kanserlerden elde edilen C. parasitica re-izolatlarinin
fenotipik ozellikleri ve beyaz izolatlarin turuncu izolatlari déniistiirme yetenekleri
Table 4-Cultural phenotypes of the C. parasitica re-isolates from cankers inoculated with hypovirulent strain

and ability of white isolates to convert orange isolates

Elde edilen C.parasitica reizolatimin fenotipik ozelligi

Izolat no Kanser;iist Doniisiim Kanser; alt Dontisim  Kanser; sol  Doniistim Kanser;sag Doniigim
18-1 B + B + B + B +
18 -2 B,T + B + B + B,T +
18 -3 B,T + B, T + B, T + B, T +
X-1 B,T + B + B +
X-2 B + B + B + B +
X-3 B + B + B + B +

30 B,T +
36-1 B, T + B,T + B +
36-2 B,T + B + B + B, T +
36-3 B + B + B + B +

53 B + B + B + B +

54 B, T + B,T + B + B +

56 B + B + B + B +

73 B, T + B + T B, T +

76 B + B, T + B, T + B, T +

79 B + B + B + B, T +
86-1 B + B + B, T + B, T +
86-2 B + B + B + B +

91 B, T + B,T + B, T + B, T +

93 B + B + B + B, T +

T:Turuncu; B:Beyaz; (+): Doniistiirme var

Cizelge 5-Dogal yayihm nedeniyle olusan iyilesmis kanserlerin durumu
Table 5-Presence of the healed cankers due to the natural dissemination

Yil Iyilesmis kanserlerin sayis1
Inokule edilen agaglarin iistiinde Inokule edilmemis agaclar iizerinde
Agag sayis1 Tyilesmis kanser sayisi Agag sayis1 Iyilesmis kanser sayist
2007 5 5 8 11
2008 1 1 9 11
Toplam 6 6 17 22

olusturmus, kestaneliklere inokule edilecek olan
hipovirulent streynlerin dogal olarak
yayilabilecegine ve boylelikle iilkemizde de
hastaligin  biyolojik miicadelesinde {imit var
sonuglarm almabilecegine dair kuvvetli bir kanaat
olugmasini saglamistr.

Deneme alaninda, C. parasitica diginda,
kestane agaclarinin kurumasina neden olan bagka
etmenler de saptanmistir. Bunlardan en 6nemlisi,
bir yara paraziti olan ve agaglarin kabuk
dokusunda geliserek iletim demetlerinin zarar
gormesine, agaclarin zaman ic¢inde tamamen

kurumasina neden olan Cytospora spp.’dir. Bu
etmen gen¢ kestane agaglarinda (Celiker &
Onogur 2009b) ve bazi orman agaglarinda
kurumalara neden olmaktadir (Flynn 2003; Elsad
2001). Hipovirulent streyn ile inokule edilen
agaclarin ¢cogundan Cytospora sp. izole edilmistir.
Kanimiza gore, iyilesmekte olan bazi kanserlerin
boyutlarinda biliyiime olmasi, ya da {istiinde
iyilesen kanser bulunan agaglarin kurumasi
Cytospora sp. nedeniyle olmustur. Bu durum
biyolojik kontrol basarisinin sayisal olarak
azalmasina yol agmustir.
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Kestane kanserinin biyolojik miicadelesinin
basarisinda rol oynayan Onemli bir faktor de
sanitasyon uygulamalaridir (Heiniger & Rigling
1994). Bu uygulamalar, 6zellikle dogal olarak
hipovirulent irkin bulunmadig1 bir alanda, yapay
inokulasyonlar yoluyla hipovirulent irkin o alana
yerlesmesini ve yayimasimi tesvik etmektedir.
Ancak calismamizda, kuruyan dallarin kesilmesi
ve imhast gibi sanitasyon uygulamalar
yaptirilamadigi i¢in deneme alanindaki agaglarda
yeni C. parasitica ve Cytospora sp. enfeksiyonlari
meydana gelmistir.

4. Sonuc¢

Bu ¢alisma ile Tiirkiye’de hipovirulens aktarimi
yoluyla kestane kanserine yakalanmig agaglarda
iyilesme olabilecegi ilk kez bu arastirmayla ortaya
konulmustur. Bu konuda daha ileri aragtirmalar
yiiriitiilerek, basar1 oranmin gelistirilmesinde
fayda bulunmaktadir.

Tesekkiir
Bu projenin yiiriitilmesi i¢in maddi destek
saglayan Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi

Tarimsal  Arastirmalar ~ Genel  Miidiirligi
(TAGEM)’ne tesekkiir ederiz.
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