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Özet 
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1. Giri�

Ülkemiz kestane ormanlarının her yerinde bulunan ve
fungus tarafından olu�turulan Kestane kanseri, gerek ülkemizde gerekse dünya
türlerinde, özellikle Avrupa kestanesi (
bir hastalıktır.  

Bu hastalıkla mücadelede kültürel önlemler ile birl
etkili olan ekonomik bir mücadele yöntemi yoktur (
2004; Sotirovski ve Ark., 2004). Biyolojik sava
enfeksiyonuna dayanmaktadır. 
adlandırılan dört farklı virüs bu fungal hastalık e
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neden oldu�u hastalı�ı geriletmektedir (Nuss, 1992; Hillman ve Ark., 1995). Ancak do�ada 
bu virüsle enfeksiyonlu fungus strainlerinin (izolatlarının) her yerde uygulanması uygun 
de�ildir. Bu virüsün do�ada agresif (saldırgan) olan bireylere geçebilmesi için virüslü bireyle 
arazideki saldırgan bireyin hiflerinin kayna�ması yani vejetatif uyumlu (VC) olması 
gerekmektedir (Anagnostakis ve Day, 1979; Anagnostakis ve Waggoner, 1981). Bu hastalı�ın 
bu �ekilde çok sayıda uyum tipleri vardır ve bir yerde biyolojik sava� için öncelikle bu uyum 
tiplerinin (VC) belirlenmesi gerekmektedir (Cortesi ve Ark., 1998; Robin ve Ark., 2000) . 
Ayrıca virüsün 4 türü yanında aynı türün içinde de farklı alt tipler vardır ve bunlar subtype 
olarak isimlendirilmektedir. Örne�in ülkemizde bulunan virüs türü CHV1’ in yine ülkemizde 
2 subtype’ı (subtype I ve subtype F) saptanmı�tır (Akıllı ve Ark. Yayımlanmamı� çalı�ma). 
Aynı subtype içinde bile virüsün farklılıkları vardır. Bu nedenlerle biyolojik sava�ın bir 
bölgede ba�latılması için oradaki patojenin uyum tipi ve virüs alt tipi (subtype) bilinse bile 
elde mevcut hipovirülent izolatların do�ada test edilmesi gerekmektedir.  

Ülkemizde de daha önce bazı biyolojik mücadele çalı�maları yapılmı�tır. Örne�in, 
Gürer ve Ark. (2001) yaptıkları çalı�mada do�ada fidanlara inokule edilen hipovirülent 
strainlerin virülent strainlere göre daha küçük ve iyile�meye ba�layan kanserler olu�turdu�unu 
bildirmi�lerdir. Çeliker ve Ono�ur (2000) virülent izolatları a�ıladıktan bir hafta sonra 
hipovirülent izolatları geli�mekte olan kanserlerin alt ve üstlerine a�ılamı�lar ve de�i�ik 
zamanlarda kanser alanlarını ölçmü�lerdir. �ki ay sonra virülent izolatın kanserli alanı 
artmasına ra�men, virülent + hipovirülent verilen fidanlarda kanserli alanda çok az bir 
geli�me oldu�unu, kallus olu�umu ile alanın giderek küçüldü�ünü ifade etmi�lerdir. Çeliker 
ve Ono�ur (2000) hipovirülent izolatlarını sadece bir virülent izolatla test etmi�ler ve etkin 
bulmu�lardır. Di�er yandan Gürer ve Ark. (2001)  böyle bir etkinlik çalı�ması yapmamı�lar 
sadece hipovirülent izolatların olu�turdu�u kanserlerin geli�imini incelemi�lerdir. Do�ada bu 
hastalı�a kar�ı biyolojik sava� için öncelikle hipovirülent izolatların bir bölgedeki virülent 
izolatlara kar�ı etkinli�inin belirlenmesi gerekmektedir. Çünkü yaptı�ımız bir çalı�mada 
hipovirülent izolatların farklı virülent izolatlara kar�ı farklı derecelerde etkili oldu�u 
saptanmı�tır (Akıllı ve Ark., 2011).  Bu nedenle çok sayıda etkili hipovirülent izolatların 
belirlenmesi ve birden fazla virülent izolata kar�ı test edilmeleri gerekmektedir. 

Bu çalı�mada Karadeniz Bölgesi’nde kestane kanseri etmeninin en yaygın uyum tipi 
olanlarak bilinen EU-1’ e ait 23 hipovirülent izolatın  aynı bölgeden elde edilen hastalandırma 
gücü yüksek (virülent) bir izolata (K-19) kar�ı etkinlikleri 3 yıllık kestane sürgünleri üzerinde 
Sinop-Erfelek’ de do�ada ara�tırılmı�tır. Ayrıca bu çalı�ma sonucu etkin bulunan bir 
hipovirülent izolatın (Z–1) yine aynı yörede kestane a�açlarında görülen do�al kanserler 
üzerinde etkinli�i incelenmi�tir.  

2.  Materyal ve Yöntem 

2.1. Çalı�mada kullanılan izolatlar 

Bu çalı�mada kullanılan 23 hipovirülent izolat, Karadeniz Bölgesi’nde yürütülen bir 
çalı�mada elde edilen 380 izolatın kültürel özellikleri ve ds-RNA analizleri de�erlendirilmesi 
sonucu (Katırcıo�lu ve Ark., 2010) belirlenmi�tir.   Çalı�mada kullanılan izolatlar ve elde 
edildikleri yerler Çizelge 1.’ de verilmektedir. 
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Çizelge 1. Çalı�mada kullanılan hipovirülent izolatların elde edildi�i yerler 

�zolatın elde edildi�i yer �zolat sayısı 

Sinop 5 

Zonguldak  7 

Trabzon  2 

Bartın  5 

Kastamonu  2 

Giresun  1 

Rize  1 

Toplam  23 

Çalı�mada kullanılan hastalandırma gücü en yüksek (virülent) izolat (K–19), yine 
yukarıda bahsedilen çalı�mada kullanılan izolatlar arasından elma testi ve kesik dal 
inokülasyon yöntemleri ile belirlenmi�tir.  

2.2. Hipovirülent izolatların inokülasyonu 

2.2.1. �ki yıllık kestane sürgünlerine inokülasyon  

�ki yıllık sürgünlerde inokülasyon i�lemleri sırasıyla, sürgünlerin orta bölümünde, bir 
mantar delici ile kabuk kısmında 0.5 cm çapta çukurlar açılmı�tır (�ekil 1a). Bu çukurlara 
önce methionin (100mg/l) ve biotin (1mg/l) içeren PDA  (PDAmb) ortamında geli�tirilen 
virülent C. parasitica (K–19) izolatı, sonra üzerine yine aynı ortamda geli�tirilen hipovirülent 
izolatlardan alınan diskler, daha sonra da çukurlardan çıkan kabuk kapatılıp üzerine nemli bir 
pamukla konulmu� ve parafilmle sarılmı�tır. Rutubetin çabuk uçmaması için nemli pamuklar 
da streç film ile kapatılmı�tır. Hava ko�ullarına göre pamuklar 2–3 hafta inokülasyon 
yerlerinde tutulmu�tur. Kontrol olarak 5 sürgüne de sadece temiz besi yeri konmu�tur (�ekil 
1b). 

�ekil 1. Sürgünlere inokulasyonda a) mantar deliciyle çukurlar açılması, b) kontrol çukurlarının inokülasyondan 
sonraki durumu.  

2.2.2. Be� altı ya�lı a�açlardaki kanserlere hipovirülent izolat uygulanması 

Elma ve kesik dal inokülasyon yöntemine göre dü�ük virülensli bulunan Z–1 izolatı 
Sinop-Erfelek’ de 5–6 ya�lı a�açlarda görülen muhtelif boylardaki kanserlere 5 tekrarlı olarak 
uygulanmı�tır. Seçilen kanserlerden çalı�ma öncesi kabuk örne�i alınmı� ve izolasyon b

a b
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yapılarak hipovirülensli�in varlı�ı, vejetatif uyum tipleri ara�tırılmı� ve aynı uyum tipindeki 
kanserler çalı�maya dahil edilmi�tir. Do�ada seçilen kanserlerin etrafı mantar delici ile 3–4 
cm aralıklarla delinmi� ve her deli�e PDAmb ortamında geli�tirilen hipovirülent izolat 
diskleri yerle�tirilmi�tir (�ekil 2). Hipovirülent izolat açılan deliklere konduktan sonra üzerleri 
dal inokülasyonunda oldu�u gibi nemli pamukla sarılmı� ve bir sene boyunca geli�meler 
gözlenmi�tir. Kontrol olarak alınan 5 kansere herhangi bir uygulama yapılmamı�, sadece 
kanser boylarının sınırları belirlenmi� ve belirlenen sürelerde boyları ölçülmü�tür.  

�ekil 2. Kestane kanserlerine hipovirülent izolatların uygulanması. 

2.2.3. Uygulamaların de�erlendirilmesi 

Sürgün inokülasyonları Haziran 2009 yılında yapılmı�, inokülasyondan 2 ve 6 ay sonra 
inokülasyon noktaları gözlenmi�, kanser boyları ölçülmü� ve iyile�me ve kallus olu�umu 
de�erlendirilmi�tir. Hipovirülent izolat ve virülent izolatın birlikte uygulandı�ı her bir 
tekerrürde ölçülen kanser boyları, aynı tekerrürdeki virülent izolat uygulanan kanser boyu ile 
mukayese edilmi�tir. Etkinlik Abbott formülü ile a�a�ıdaki gibi hesaplanmı�tır. Burada;   

                 Virülent izolat kanser boyu – hipovirülent izolat kanser boyu 

% etki = ------------------------------------------------------------------------------ x 100 

                                         Virülent izolat kanser boyu 

Kanser boyları üzerinden varyasyon analizi yapılarak uygulama farklılıklarının 
istatistikî olarak önemli olup olmadı�ı belirlenmi�tir. Uygulamalar arasında görülen farklılık 
Duncan testi ile tespit edilmi�tir.  

Do�al kanserlere uygulanan Z–1 izolatının de�erlendirmesi uygulamadan bir yıl sonra 
yapılmı� ve Z–1 uygulanan kanserlerde yapılan ölçümlerle yine uygulama yapılmamı�
kanserlerdeki ölçümler dikkate alınarak yüzde kanser artı� (büyüme) oranları a�a�ıdaki 
formüle göre hesaplanmı�tır. 
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                      Kontrol sırasındaki kanser boyu- �lk uygulamadaki kanser boyu       

% Kanser artı�ı  = -------------------------------------------------------------------------------x 100 

                                  Kontrol sırasındaki kanser boyu 

Kanser artı� oranları üzerinden varyans analizi yapılmı�tır. Tekerrürlerdeki 
uygulamaların etkinli�i Abbott formülüne göre yukarıda verildi�i gibi hesaplanmı�tır.  

Uygulama ile kontrol arasındaki farklılık Duncan testi ile belirlenmi�tir.  

3. Bulgular 

3.1. Hipovirülent izolatların arazi ko�ullarında kestane sürgünlerindeki etkinli�i  

Uygulamadan 2 ve 6 ay sonra sürgünlerdeki kanser boyları de�erlendirildi�inde 
(Çizelge 2.) virülent izolat K–19’ un 2 ay sonra ortalama 3.3 cm, 6 ay sonra 12.7 cm 
uzunlukta kanserler olu�turdu�u bulunmu�tur. Aynı izolatın 23 hipovirülent izolatla birlikte 
uygulandı�ı sürgünlerdeki kanser boyları oldukça de�i�iklik göstermi�tir. Bazı hipovirülent 
izolatlar kanser boyunu kontrole göre azaltırken bazıları da artırmı�tır. Hatta S–37 
hipovirülent izolatı kanser boyunu 7.80 cm’e çıkarmı�tır. Altı ay sonraki ölçümlerde ise 
kontroldeki kanser boyu 12.78 cm ula�ırken, hipovirülent izolat uygulamalarında en fazla 
kanser boyu 7.90 cm ile Tb–34 izolatında olmu�tur ki; bu izolat zaten 2 ay sonraki ölçüme 
göre kanser boyunu artırmı�tır. Dolayısıyla % 38.18’ lik etki oranı ile en dü�ük etkiyi 
göstermi� ve etkisiz kabul edilmi�tir.  

Di�er hipovirülent izolatların ço�u ilk ölçüme göre kanser boylarını azaltmı�lardır. 
Hatta kanseri durduran yani tamamen kapatan izolatlar (Gd–11 ve Ra–26) olmu�tur. Bu 
izolatlar hipovirülent uygulamasından 6 ay sonra % 100 etkili olmu� ve kanseri tamamen 
durdurmu�tur. Bu izolatlar dı�ında 8 izolat daha; B–13, B–15, B–25, Z–1, Z–3, Z–4, Z–11, Z–
19 kanser boyunu %80’ in üzerinde engellemi�lerdir.  

Çizelge 2.  Virülent K-19 izolatına kar�ı kullanılan 23 hipovirülent izolatın 2 ve 6 ay sonra ölçülen ortalama 
kanser boyları (cm)  ile % etkileri* 

�zolatlar 
Kanser boyları (cm) Yüzde etkiler (%) 

2 ay sonra 6 ay sonra 2 ay sonra 6ay sonra 

K-19 3.30 abcde 12.78 i   

K–19+Si–50 2.62 abcd 6.20 defg 20.60 51.4 

K–19+Ze-24 1.50 ab 3.12 abcd 54.54 75.58 

K–19+Z-4 1.40 abc 1.60 ab 57.57 87.48 

K–19+Zur 2.30 abc 5.78 cdefg 30.30 54.77 

K–19+S-53 2.30 cdef 5.24 bcdef 30.30 58.99 

K–19+Tb-34 3.00 abc 7.90 fgh 9.09 38.18 

K-19+Ba-6 2.00 abc 5.58 cdefg 39.39 56.33 
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Çizelge 2 nin devamı 

K–19+S-7 2.60 abcd  6.08 cdefg 21.21 52.42 

K–19+K-13 1.00 a  3.16 abcd 69.69 75.27 

K–19+B-15 4.00 bcde   0.40 a -21.21 96.87 

K–19+Z-19 8.60 h  1.78 ab -160.60 86.07 

K–19+B-25 1.70 def  1.60 a 48.48 87.48 

K–19+Gd-11 2.50 abcd  0.00 a 24.24 100.00 

K–19+Z-3 5.42 fgh  1.60 a -64.24 85.9 

K-19+Z-1 3.50 abcde  3.20 ab -6.06 87.48 

K–19+K-61 6.84 gh  2.08 abcd -107.27 74.96 

K–19+Z-11 6.98 gh  4.80 ab -111.51 83.72 

K–19+Si-3 5.04 defg  6.03 bcde -52.72 62.44 

K–19+Tb-32 5.70 defg  3.62 efgh -72.72 52.81 

K–19+Ba-2 3.62 abcde  3.00 abc -9.69 71.67 

K–19+B-13 3.00 abcde  1.60 ab 9.09 87.48 

K–19+Ra-26 2.40 abc  0.00 a 27.27 100.00 

K–19+S-37 17.80 abc  7.00 efgh -439.39 45.22 

* Kanser boyları 5 tekerrürün ortalamasıdır. Aynı harfi alan de�erler Duncan testine göre (p=0.05) 
birbirinden farklı de�ildir. 

Uygulanan bu 23 izolattan 2 tanesi % 50’ nin altında etkili bulunmu�tur. Bu denemede 
kullanılan Z–1 ve Ba–6 izolatları di�er bir çalı�mada K–19 ve K–44 virülent izolatlarına kar�ı 
denenmi� ve bu izolatlar her 2 virülent izolata kar�ı etkili bulunmu�lardır. Z–1 izolatı aynı 
çalı�mada K–44 virülent izolata da %50’ nin üzerinde etkili olmu�tur (Akıllı ve Ark., 2011). 
Aynı hipovirülent izolatın (Z–1) sürgün denemesinde %87.48’ lik yüksek bir etki 
görülmektedir.  

3.2. Z–1 hipovirülent izolatın 5–6 yıllık kestane a�açlarındaki kanserlerdeki etkinli�i 

Do�ada rastgele seçilen 5 kansere sürgün testlerinde etkili bulunan hipovirülent 
izolatlardan biri olan Z–1 uygulanmı�tır. Çalı�maya ba�lamadan önce seçilen kanserlerden 
kabuk örnekleri alınıp izolasyon yapılmı� ve kanserlerde hipovirülensli�in olmadı�ı ve 
izolatların uyum grubunun Eu–1 oldu�u saptanmı�tır. Kanserlerden elde edilen izolatlar  Z–1 
izolatıyla e�le�tirilmi� ve hipovirülent izolatın virülent izolatı dönü�türdü�ü saptanmı�tır.  

Bu uygulamalarda uygulamadan bir yıl sonra hesaplanan kanser geli�im yüzdeleri ve 
uygulamanın yüzde etkinli�i Çizelge 3.’ de verilmi�tir. Çizelge 3.’ ten de anla�ılaca�ı gibi Z–
1 hipovirülent izolatı do�al olu�an eski kanserlerin geli�mesini %50 geriletmi�tir. Bu 
uygulamalarda 3 tekerrürde kanserlerde iyile�me, 4 tekerrürde de sporulasyon görülmü�tür. 
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Çizelge 3. Z–1 hipovirülent izolatının uygulamadan bir yıl sonra 5 kanserdeki geli�me yüzdeleri ve kontrole 
göre yüzde engelleme (etki)* 

Uygulamalar 

Kanser geli�imi yüzdesi 

Ortalama % Etki Açıklama Tekerrürler 

1 2 3 4 5 

Hipovirulent 
izolat (Z-1) 

14.3 15.7 17.6 20.0 31.3 19.78 a 50 

Üç tekerrürde 
kanserlerde iyile�meler 
var. Dört tekerrürde 
sporulasyon gözlenmi�, 
birinde herhangi bir 
de�i�iklik yok 

Kontrol 22.0 45.2 96.6 55.5 135.0 39.30 b  
Kanserlerde önemli bir 
de�i�iklik yok 

*Aynı harfi alan de�erler Duncan testine göre istatistik olarak farklı de�ildir (p=0.05)

4. Tartı�ma ve Sonuç 

Kestane Kanseri, Karadeniz Bölgesi’nde kestanenin bulundu�u her yerde yaygın olarak 
bulunmaktadır (Katırcıo�lu ve Ark., 2010).  Bu çalı�mada, bu bölgedeki Orman Bölge 
Müdürlüklerine ba�lı 11 ilden 380 adet Kestane kanseri (Cryphonectria parasitica) izolatı 
elde edilmi�tir. Bu izolatların özellikle biyolojik mücadeleye temel olu�turacak özellik olan 
Avrupa uyum tipleri belirlenmi� ve bölgede 5 uyum tipinin (EU–1, EU–2, EU–5, EU–12 ve 
EU-14) bulundu�u saptanmı�tır. Bu uyum tiplerinden en yaygın olanları EU–1 ( % 91.5 ) ve 
EU–12 ( % 6.8 )  oldu�u ifade edilmektedir (Akıllı ve Ark., 2009). Bu bölgede uyum 
tiplerinin azlı�ı, bu hastalı�a kar�ı biyolojik mücadelenin ba�arılı bir �ekilde 
uygulanabilece�ini göstermektedir. Katırcıo�lu ve Ark. (2010)’a göre Kestane kanserine kar�ı 
biyolojik mücadelede kullanılabilecek hipovirülent izolatların tanımlanmaları hem kültürel 
özelliklerini hem de moleküler yöntemlere (dsRNA analizi) esas alınarak yapılmı�tır.  

Hipovirulent izolatların belirlenmesi biyolojik mücadele için bir ba�langıç olup,  
tanımlanan EU-1 uyum tipindeki 23 izolatın etkinliklerinin öncelikle arazi ko�ullarında 
belirlenmesi gerekmekteydi. Çünkü her hipovirülent izolat aynı etkiyi göstermemektedir. Bu 
nedenle bu çalı�mada bu izolatların etkinlikleri arazi ko�ullarında belirlenmi�tir.  

Ele alınan 23 hipovirülent izolattan 10 adedi, virülent izolatın kanser olu�umunu %80’ 
in üzerinde engellemi� ve bunlardan bir izolat (Z-1) ise do�al kanserlerin geli�mesini %50 
geriletmi�tir. Z–1 izolatın biyolojik mücadelede uygun vejetatif uyum tipine ait virülent 
izolatlara kar�ı ba�arı ile kullanılabilece�i görülmü�tür. Hipovirülensli�in do�ada da�ılması 
için hipovirülent izolat kanserlerinin biraz geli�mesi ve sporulasyonu istenir ki hipovirülenslik 
do�ada da�ılabilsin. Bu nedenle do�al kanserlere kar�ı yapılan uygulamalarda Z-1 izolatı 
tercih edilmelidir. 

Bu hastalı�a kar�ı tek etkili yöntem olan hipovirülent izolatlarla biyolojik sava� bu 
bölgede ba�arılı �ekilde uygulanabilir. Bunun için gerekli bilgi deste�i ile yeterli donanıma 
sahip Orman Genel Müdürlü�ü kurumları bu mücadeleyi ba�arılı bir �ekilde yürütebilirler.  
Bu uygulamalar yaygınla�tırılmadan önce hipovirülent izolatlardaki virüslerin alt tiplerinin de 
belirlenmesinde yarar vardır. Çünkü bu alt tiplerdeki kararlılık, biyolojik sava�ın kalıcılı�ını 
da etkileyecektir.  

Te�ekkür 

Bu çalı�ma Ankara Üniversitesi BAP tarafından desteklenen 06B4347004 nolu proje 
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olanakları kullanılarak yürütülmü�tür. Ayrıca Çevre ve Orman Bakanlı�ı, Orman Genel 
Müdürlü�ü ve Sinop Orman Bölge Müdürlü�ü ile ilgili te�kilatın di�er Orman Bölge 
Müdürlüklerinin büyük destekleri olmu�tur. Bu kuruma katkılarından dolayı te�ekkür ederiz.
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