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Karadeniz Bolgesi’nde Kestane Kanseri (Cryphonectria parasitica (murr) barr.)’ne
Kars1 Hipoviriilent izolatlarla Biyolojik Savasim Calismalari
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Ozet

Bu calisgmada Karadeniz Bolgesi’ nde degisik yerlerden elde edilen 380 Kestane kanseri etmeni
(Cryphonectria parasitica) izolat1 arasindan hipoviriilensligi ds-RNA testleriyle kanitlanmis olan ve en yaygin
uyum tipi olan EU-1 i¢inde yer alan 23 izolatin etkinligi hastalandirma giicii en yiiksek olan K—19 izolatina kars1
Sinop — Erfelek’ de 3 yash siirgiinlerde arastirilmistir. Bu amagla stirglinlere ayni1 anda hipoviriilent ve viriilent
izolatlar 5 tekerriirlii olarak asilanmis ve 6 ay sonra kanser gelismeleri 6l¢iilerek etkinlikleri belirlenmistir.

Yapilan degerlendirmede 10 hipoviriilent izolatin viriilent K—19 izolatinin kanser olusumunu %80’
tizerinde Onledigi tespit edilmistir. Bu etkin hipoviriilent izolatlar arasinda yer alan Z—-1 (EU-1 uyum tipinde)
aynt yorede dogal kanserlerde 5 tekerriirlii olarak denenmis ve kanserlerde ortalama %350 gerileme
olusturmustur. Uygulanan kanserlerden 3 tekerriirde tamamen kallus olusumu ve iyilesme belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Karadeniz, kestane, kanser, hipoviriilent, biyolojik savagim

Studies On The Biological Control Of Chestnut Blight (Cryphonectria parasitica
(murr) barr.) With Hypovirulent Isolates In Black Sea Reagion Of Turkey

Abstract

Effectiveness of 23 hypovirulent isolates of chestnut blight pathogen, Cryphonectria parasitica, which
was determined by ds-RNA analyses and obtained from Black Sea region of Turkey and belong to EU-I1
vegetative type was tested on newly emerged 3 years old chestnut sprouts in Sinop-Erfelek. For this aim, every
hypovirulent isolate was inoculated to 3 years old sprouts together with the virulent isolate with 5 replicates and
after 6 months canker lengths were measured and effectiveness of the hypovirulent isolates was determined.

In the evaluations, 10 hypovirulent isolates suppressed the canker development of the aggressive isolate
K-19 more than 80%. One of the effective hypovirulent isolates, Z-1, was tested on natural cankers in the same
region with five replicates and it suppressed the disease development about 50%. In three of the replicates
treated by Z-1, profuse callus formation and recovery was detected.

Key words: Black Sea, chestnut, canker, hypovirulent, biological control
1. Giris

Ulkemiz kestane ormanlarinin her yerinde bulunan ve Cryphonectria parasitica adli
fungus tarafindan olusturulan Kestane kanseri, gerek lilkemizde gerekse diinyada bazi kestane
tiirlerinde, 6zellikle Avrupa kestanesi (Castanea sativa L.) de 6nemli derecede zarar olusturan
bir hastaliktir.

Bu hastalikla miicadelede kiiltiirel 6nlemler ile birlikte biyolojik savas disinda diinyada
etkili olan ekonomik bir miicadele yontemi yoktur (Allemann ve Ark., 1999; Griffin ve Ark.,
2004; Sotirovski ve Ark., 2004). Biyolojik savas bu hastalik etmeninin bir viriisle
enfeksiyonuna dayanmaktadir. Cryphonectria hypovirus 1, 2, 3 ve 4 (CHV) olarak
adlandirilan dort farklh virlis bu fungal hastalik etmeninde enfeksiyon yapmakta ve fungusun
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neden oldugu hastalig1 geriletmektedir (Nuss, 1992; Hillman ve Ark., 1995). Ancak dogada
bu virlisle enfeksiyonlu fungus strainlerinin (izolatlarinin) her yerde uygulanmasi uygun
degildir. Bu viriisiin dogada agresif (saldirgan) olan bireylere gecebilmesi i¢in viriislii bireyle
arazideki saldirgan bireyin hiflerinin kaynasmasi yani vejetatif uyumlu (VC) olmasi
gerekmektedir (Anagnostakis ve Day, 1979; Anagnostakis ve Waggoner, 1981). Bu hastaligin
bu sekilde ¢ok sayida uyum tipleri vardir ve bir yerde biyolojik savas i¢in dncelikle bu uyum
tiplerinin (VC) belirlenmesi gerekmektedir (Cortesi ve Ark., 1998; Robin ve Ark., 2000) .
Ayrica viriisiin 4 tiirli yaninda ayni tiiriin i¢inde de farkli alt tipler vardir ve bunlar subtype
olarak isimlendirilmektedir. Ornegin iilkemizde bulunan viriis tiirii CHV1’ in yine iilkemizde
2 subtype’1 (subtype I ve subtype F) saptanmistir (Akilli ve Ark. Yayimlanmamis ¢alisma).
Ayni subtype i¢inde bile viriisiin farkliliklar1 vardir. Bu nedenlerle biyolojik savasin bir
bolgede baglatilmasi i¢in oradaki patojenin uyum tipi ve viriis alt tipi (subtype) bilinse bile
elde mevcut hipoviriilent izolatlarin dogada test edilmesi gerekmektedir.

Ulkemizde de daha once bazi biyolojik miicadele ¢aligmalari yapilmistir. Ornegin,
Giirer ve Ark. (2001) yaptiklar1 calismada dogada fidanlara inokule edilen hipoviriilent
strainlerin virililent strainlere gore daha kiiciik ve iyilesmeye baslayan kanserler olusturdugunu
bildirmislerdir. Celiker ve Onogur (2000) viriilent izolatlar1 asiladiktan bir hafta sonra
hipoviriilent izolatlar1 gelismekte olan kanserlerin alt ve iistlerine asilamislar ve degisik
zamanlarda kanser alanlarii &lgmiislerdir. iki ay sonra viriilent izolatin kanserli alam
artmasia ragmen, virlilent + hipoviriilent verilen fidanlarda kanserli alanda c¢ok az bir
gelisme oldugunu, kallus olusumu ile alanin giderek kiictldiigiinii ifade etmislerdir. Celiker
ve Onogur (2000) hipoviriilent izolatlarin1 sadece bir viriilent izolatla test etmisler ve etkin
bulmuslardir. Diger yandan Giirer ve Ark. (2001) boyle bir etkinlik ¢alismasi yapmamislar
sadece hipoviriilent izolatlarin olusturdugu kanserlerin gelisimini incelemislerdir. Dogada bu
hastaliga karsi biyolojik savas i¢in Oncelikle hipoviriilent izolatlarin bir bolgedeki viriilent
izolatlara kars1 etkinliginin belirlenmesi gerekmektedir. Ciinkii yaptigimiz bir c¢aligmada
hipoviriilent izolatlarin farkli viriilent izolatlara karsit farkli derecelerde etkili oldugu
saptanmistir (Akillt ve Ark., 2011). Bu nedenle ¢ok sayida etkili hipoviriilent izolatlarin
belirlenmesi ve birden fazla viriilent izolata kars1 test edilmeleri gerekmektedir.

Bu ¢alismada Karadeniz Bolgesi’nde kestane kanseri etmeninin en yaygin uyum tipi
olanlarak bilinen EU-1" e ait 23 hipoviriilent izolatin ayn1 bolgeden elde edilen hastalandirma
giicli yiiksek (viriilent) bir izolata (K-19) kars1 etkinlikleri 3 yillik kestane siirgiinleri iizerinde
Sinop-Erfelek’ de dogada arastirilmistir. Ayrica bu calisma sonucu etkin bulunan bir
hipoviriilent izolatin (Z—1) yine ayni yorede kestane agaclarinda goriilen dogal kanserler
tizerinde etkinligi incelenmistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Calismada kullanilan izolatlar

Bu calismada kullanilan 23 hipoviriilent izolat, Karadeniz Bolgesi’nde yiiriitiilen bir
calismada elde edilen 380 izolatin kiiltiirel 6zellikleri ve ds-RNA analizleri degerlendirilmesi
sonucu (Katircioglu ve Ark., 2010) belirlenmistir.  Caligmada kullanilan izolatlar ve elde
edildikleri yerler Cizelge 1.” de verilmektedir.
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Cizelge 1. Calismada kullanilan hipoviriilent izolatlarin elde edildigi yerler

Izolatin elde edildigi yer izolat sayis1

Sinop 5

Zonguldak

Trabzon

Bartin

Kastamonu

Giresun

— o= N | N

Rize

Toplam 23

Calismada kullanilan hastalandirma giicii en yiiksek (viriilent) izolat (K-19), yine
yukarida bahsedilen c¢alismada kullanilan izolatlar arasindan elma testi ve kesik dal
inokiilasyon yontemleri ile belirlenmistir.

2.2. Hipoviriilent izolatlarin inokiilasyonu
2.2.1. Iki y1llik kestane siirgiinlerine inokiilasyon

Iki yillik siirgiinlerde inokiilasyon islemleri sirasiyla, siirgiinlerin orta boliimiinde, bir
mantar delici ile kabuk kisminda 0.5 cm capta gukurlar agilmistir (Sekil 1a). Bu ¢ukurlara
once methionin (100mg/l) ve biotin (Img/l) iceren PDA (PDAmb) ortaminda gelistirilen
virlilent C. parasitica (K—19) izolati, sonra lizerine yine ayni ortamda gelistirilen hipoviriilent
izolatlardan alinan diskler, daha sonra da ¢ukurlardan ¢ikan kabuk kapatilip {izerine nemli bir
pamukla konulmus ve parafilmle sarilmistir. Rutubetin cabuk u¢gmamasi i¢in nemli pamuklar
da stre¢ film ile kapatilmistir. Hava kosullarina gore pamuklar 2-3 hafta inokiilasyon
yerlerinde tutulmustur. Kontrol olarak 5 siirgiine de sadece temiz besi yeri konmustur (Sekil
1b).

Sekil 1. Siirgiinlere inokulasyonda a) mantar deliciyle ¢ukurlar agilmasi, b) kontrol ¢ukurlarimin inokiilasyondan
sonraki durumu.

2.2.2. Bes alt1 yash agaclardaki kanserlere hipoviriilent izolat uygulanmasi

Elma ve kesik dal inokiilasyon yontemine gore diisiik viriilensli bulunan Z-1 izolati
Sinop-Erfelek’ de 5-6 yaslh agaglarda goriilen muhtelif boylardaki kanserlere 5 tekrarli olarak
uygulanmistir. Secilen kanserlerden calisma On:cesi kabuk Orne§i alinmis ve izolasyon
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yapilarak hipoviriilensligin varligi, vejetatif uyum tipleri arastirilmis ve ayni uyum tipindeki
kanserler calismaya dahil edilmistir. Dogada segilen kanserlerin etrafi mantar delici ile 3—4
cm araliklarla delinmis ve her delige PDAmb ortaminda gelistirilen hipoviriilent izolat
diskleri yerlestirilmistir (Sekil 2). Hipoviriilent izolat agilan deliklere konduktan sonra {izerleri
dal inokiilasyonunda oldugu gibi nemli pamukla sarilmis ve bir sene boyunca gelismeler
gozlenmistir. Kontrol olarak alinan 5 kansere herhangi bir uygulama yapilmamis, sadece
kanser boylarinin sinirlar1 belirlenmis ve belirlenen siirelerde boylar1 6l¢iilmiistiir.

Sekil 2. Kestane kanserlerine hipoviriilent izolatlarin uygulanmasi.

2.2.3. Uygulamalarin degerlendirilmesi

Siirgiin inokiilasyonlar1 Haziran 2009 yilinda yapilmis, inokiilasyondan 2 ve 6 ay sonra
inokiilasyon noktalart gozlenmis, kanser boylar1 6l¢iilmiis ve iyilesme ve kallus olusumu
degerlendirilmistir. Hipoviriilent izolat ve viriilent izolatin birlikte uygulandigi her bir
tekerriirde Olgiilen kanser boylari, ayni tekerriirdeki viriilent izolat uygulanan kanser boyu ile
mukayese edilmistir. Etkinlik Abbott formiilii ile asagidaki gibi hesaplanmistir. Burada;

Viriilent izolat kanser boyu — hipoviriilent izolat kanser boyu
% etki = x 100

Viriilent izolat kanser boyu

Kanser boylar1 iizerinden varyasyon analizi yapilarak uygulama farkliliklarinin
istatistiki olarak 6nemli olup olmadig: belirlenmistir. Uygulamalar arasinda goriilen farklilik
Duncan testi ile tespit edilmistir.

Dogal kanserlere uygulanan Z—-1 izolatinin degerlendirmesi uygulamadan bir yil sonra
yapilmis ve Z—1 uygulanan kanserlerde yapilan Olciimlerle yine uygulama yapilmamis
kanserlerdeki oOl¢timler dikkate alinarak yiizde kanser artis (biliylime) oranlari asagidaki
formiile gore hesaplanmistir.
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Kontrol sirasindaki kanser boyu- Ik uygulamadaki kanser boyu
% Kanser artis1 = x 100

Kontrol sirasindaki kanser boyu

Kanser artis oranlar1 iizerinden varyans analizi yapilmistir. Tekerriirlerdeki
uygulamalarin etkinligi Abbott formiiliine gére yukarida verildigi gibi hesaplanmustir.

Uygulama ile kontrol arasindaki farklilik Duncan testi ile belirlenmistir.

3. Bulgular
3.1. Hipoviriilent izolatlarin arazi kosullarinda kestane siirgiinlerindeki etkinligi

Uygulamadan 2 ve 6 ay sonra siirgiinlerdeki kanser boylar1i degerlendirildiginde
(Cizelge 2.) virililent izolat K—19’ un 2 ay sonra ortalama 3.3 cm, 6 ay sonra 12.7 cm
uzunlukta kanserler olusturdugu bulunmustur. Ayni izolatin 23 hipoviriilent izolatla birlikte
uygulandigr siirgiinlerdeki kanser boylar1 oldukca degisiklik gostermistir. Bazi hipoviriilent
izolatlar kanser boyunu kontrole gore azaltirken bazilar1 da artirmistir. Hatta S-37
hipoviriilent izolati kanser boyunu 7.80 cm’e c¢ikarmistir. Alt1 ay sonraki dl¢limlerde ise
kontroldeki kanser boyu 12.78 cm ulasirken, hipoviriilent izolat uygulamalarinda en fazla
kanser boyu 7.90 cm ile Tb—34 izolatinda olmustur ki; bu izolat zaten 2 ay sonraki dl¢lime
gore kanser boyunu artirmistir. Dolayisiyla % 38.18° lik etki orami ile en diisiik etkiyi
gostermis ve etkisiz kabul edilmistir.

Diger hipoviriilent izolatlarin ¢ogu ilk Ol¢lime gore kanser boylarimi azaltmislardir.
Hatta kanseri durduran yani tamamen kapatan izolatlar (Gd—11 ve Ra-26) olmustur. Bu
izolatlar hipoviriilent uygulamasindan 6 ay sonra % 100 etkili olmus ve kanseri tamamen
durdurmustur. Bu izolatlar disinda 8 izolat daha; B-13, B-15, B-25, Z-1, Z-3, 24, 7-11, Z—
19 kanser boyunu %80’ in lizerinde engellemislerdir.

Cizelge 2. Viriilent K-19 izolatina karsi kullanilan 23 hipoviriilent izolatin 2 ve 6 ay sonra 0l¢iilen ortalama
kanser boylart (cm) ile % etkileri*®

. Kanser boylari (cm) Yiizde etkiler (%)
Izolatlar

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 abed 6.20 defg 20.60 51.4
K-19+Ze-24 1.50 ab 3.12 abed 54.54 75.58
K-19+Z-4 1.40 abc 1.60 ab 57.57 87.48
K—19+Zur 2.30 abe 5.78 cdefg 30.30 54.77
K-19+S-53 2.30 cdef 5.24 bedef 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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Cizelge 2 nin devami

K-19+S-7 2.60 abcd 6.08 cdefg 21.21 52.42
K-19+K-13 1.00 a 3.16 abed 69.69 75.27
K-19+B-15 4.00 bede 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 abed 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 bede -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 boylar1 5 tekerriiriin ortalamasidir. Ayni harfi alan degerler Duncan testine gore (p=0.05)
birbirinden farkli degildir.

Uygulanan bu 23 izolattan 2 tanesi % 50’ nin altinda etkili bulunmustur. Bu denemede
kullanilan Z—1 ve Ba—6 izolatlar1 diger bir ¢calismada K—19 ve K—44 viriilent izolatlarina kars1
denenmis ve bu izolatlar her 2 viriilent izolata karst etkili bulunmuslardir. Z—1 izolat1 ayni
calismada K—44 viriilent izolata da %50’ nin iizerinde etkili olmustur (Akilli ve Ark., 2011).
Ayni hipoviriilent izolatin (Z-1) silirgiin denemesinde %87.48° lik yiiksek bir etki
goriilmektedir.

3.2. Z—1 hipoviriilent izolatin 5-6 yi1llik kestane agaclarindaki kanserlerdeki etkinligi

Dogada rastgele secilen 5 kansere siirgiin testlerinde etkili bulunan hipoviriilent
izolatlardan biri olan Z—1 uygulanmigtir. Calismaya baslamadan once secgilen kanserlerden
kabuk ornekleri alinip izolasyon yapilmis ve kanserlerde hipoviriilensligin olmadigi ve
izolatlarin uyum grubunun Eu—1 oldugu saptanmistir. Kanserlerden elde edilen izolatlar Z—1
izolatiyla eslestirilmis ve hipoviriilent izolatin viriilent izolat1 doniistiirdiigii saptanmistir.

Bu uygulamalarda uygulamadan bir yil sonra hesaplanan kanser gelisim ytizdeleri ve
uygulamanin yiizde etkinligi Cizelge 3.’ de verilmistir. Cizelge 3.’ ten de anlasilacagi gibi Z—
1 hipoviriilent izolati dogal olusan eski kanserlerin gelismesini %50 geriletmistir. Bu
uygulamalarda 3 tekerriirde kanserlerde iyilesme, 4 tekerriirde de sporulasyon goriilmiistiir.
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Cizelge 3. Z—1 hipoviriilent izolatinin uygulamadan bir yil sonra 5 kanserdeki gelisme yiizdeleri ve kontrole
gore yiizde engelleme (etki)*

Kanser gelisimi yiizdesi

Uygulamalar Tekerriirler Ortalama | % Etki Aciklama
1 2 3 4 5
Ug tekerriirde
kanserlerde iyilesmeler
Hipovirulent | )5 1 457 | 176 | 200 | 313 | 19.78a | 50 | var Dorttekerriirde
izolat (Z-1) sporulasyon gdzlenmis,

birinde herhangi bir
degisiklik yok

Kanserlerde 6nemli bir

Kontrol 22.0 45.2 96.6 55.5 | 1350 | 3930b degisiklik yok

*Ayni harfi alan degerler Duncan testine gore istatistik olarak farkli degildir (p=0.05)

4. Tartisma ve Sonug¢

Kestane Kanseri, Karadeniz Bolgesi’nde kestanenin bulundugu her yerde yaygin olarak
bulunmaktadir (Katircioglu ve Ark., 2010). Bu calismada, bu boélgedeki Orman Bdolge
Miidiirliiklerine bagli 11 ilden 380 adet Kestane kanseri (Cryphonectria parasitica) izolati
elde edilmistir. Bu izolatlarin 6zellikle biyolojik miicadeleye temel olusturacak 6zellik olan
Avrupa uyum tipleri belirlenmis ve bolgede 5 uyum tipinin (EU-1, EU-2, EU-5, EU-12 ve
EU-14) bulundugu saptanmistir. Bu uyum tiplerinden en yaygin olanlart EU-1 ( % 91.5 ) ve
EU-12 ( % 6.8 ) oldugu ifade edilmektedir (Akilli ve Ark., 2009). Bu bdlgede uyum
tiplerinin azlhig, bu hastaliga karsi biyolojik miicadelenin basarili  bir sekilde
uygulanabilecegini gostermektedir. Katircioglu ve Ark. (2010)’a gore Kestane kanserine karsi
biyolojik miicadelede kullanilabilecek hipoviriilent izolatlarin tanimlanmalar1 hem kiiltiirel
ozelliklerini hem de molekiiler yontemlere (dssRNA analizi) esas alinarak yapilmustir.

Hipovirulent izolatlarin belirlenmesi biyolojik miicadele i¢in bir baslangic olup,
tanimlanan EU-1 uyum tipindeki 23 izolatin etkinliklerinin Oncelikle arazi kosullarinda
belirlenmesi gerekmekteydi. Ciinkii her hipoviriilent izolat ayn1 etkiyi gostermemektedir. Bu
nedenle bu ¢alismada bu izolatlarin etkinlikleri arazi kosullarinda belirlenmistir.

Ele alinan 23 hipoviriilent izolattan 10 adedi, viriilent izolatin kanser olusumunu %80’
in lizerinde engellemis ve bunlardan bir izolat (Z-1) ise dogal kanserlerin gelismesini %50
geriletmistir. Z—1 izolatin biyolojik miicadelede uygun vejetatif uyum tipine ait viriilent
izolatlara kars1 basari ile kullanilabilecegi goriilmiistiir. Hipoviriilensligin dogada dagilmasi
icin hipoviriilent izolat kanserlerinin biraz gelismesi ve sporulasyonu istenir ki hipoviriilenslik
dogada dagilabilsin. Bu nedenle dogal kanserlere karsi yapilan uygulamalarda Z-1 izolati
tercih edilmelidir.

Bu hastaliga karsi tek etkili yontem olan hipoviriilent izolatlarla biyolojik savas bu
bolgede basarili sekilde uygulanabilir. Bunun i¢in gerekli bilgi destegi ile yeterli donanima
sahip Orman Genel Midiirliigii kurumlar1 bu miicadeleyi basarili bir sekilde ylirtitebilirler.
Bu uygulamalar yayginlastirilmadan 6nce hipoviriilent izolatlardaki viriislerin alt tiplerinin de
belirlenmesinde yarar vardir. Ciinkii bu alt tiplerdeki kararlilik, biyolojik savasin kaliciligini
da etkileyecektir.

Tesekkiir
Bu calisma Ankara Universitesi BAP tarafindan desteklenen 06B4347004 nolu proje
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olanaklar1 kullanilarak yiiriitilmiistiir. Ayrica Cevre ve Orman Bakanligi, Orman Genel
Midiirligii ve Sinop Orman Bdlge Midirligi ile ilgili teskilatin diger Orman Bolge
Miidiirliiklerinin biiyiik destekleri olmustur. Bu kuruma katkilarindan dolayi tesekkiir ederiz.
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