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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Kestane Kanseri (Cryphonectria parasitica)' nin Biyolojik Miicadelesinde Kullanilan

Hipoviriilent Izolatlarin Uygulanmasinda Degisik Yontemlerin Etkinliginin Arastirilmasi

Deniz CAKAR

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Dog. Dr. Segil AKILLI SIMSEK

Cryphonectria parasitica adli fungus tarafindan olusturulan kestane kanseri ile biyolojik
miicadelede en yaygin yol hipoviriilent izolatlarin aktif kanserlere uygulanmasi
yontemidir. Hipoviriilent izolatlarin klasik uygulama yontemi, kiltiir disklerinin veya
kiiltiirden hazirlanan macunlarin  aktif kanser etrafinda 2-3 cm araliklarla acilan
cukurlara yerlestirilmesi seklindedir. Bu uygulama yonteminde, arazi kosullarinin
calisma i¢in uygun olmamasi, kanserlerin biiyiik olmasi, fazla is giicii ihtiyaci gibi bazi
zorluklarla karsilagilmaktadir. Bu nedenle, g¢alismada hipoviriilent uygulamalarini
pratiklestirmek amaciyla degisik yontemler denenmis ve etkinlikleri degerlendirilmistir.
Uygulama sahalar1 kestane meyve iiretiminin fazla oldugu Izmir ve Aydin ilinden
secilmigtir. Hipoviriilent izolatlar macun ve seyreltilmis macun seklinde hazirlanmistir.
[zmir’de Bayindir Orman Isletme Miidiirliigii, Beydag Orman Isletme  Sefligi
siirlarinda 24 kansere deliklere macun, Aydin’da Sultahisar ilgesi Malgagmustafa
koyiinde secilen kestane bahgesinde ise 6 sar kansere; deliklere macun, givili diizenekle
yaralanmis kanserlere seyreltilmis macunun fir¢a ile uygulanmasi ve ¢ivili diizenekle
yaralanmamis kanserlere seyreltilmis macunun fir¢a ile uygulanmasi, olmak iizere 3
yontem ile toplam 18 kansere uygulama yapilmistir.

Uygulamadan bir yil sonra her li¢ yontemle yapilan uygulamalarda kanserlerde
iyilesmeler gorlilmiistiir. Uygulamadan iki yi1l sonra ise tamamen iyilesmis kanser
sayilar1 artmistir. Sonuglar uygulamalarin basarili oldugunu gostermektedir. Ayrica
calismada; Ozellikle bu ydrede temmuz-agustos aylarinda yogun ¢ikis yapan Cossus
cossus L. (Lepidoptera: Cossidea) uygulama yerlerinde siddetli kabuk zarari
olusturmustur. Bu nedenle kizil kurt zarar1 olan yerlerde hipoviriilent uygulamalarinin
en ge¢ haziran ay1 ortalarina kadar yapilmasinin uygun olacagi gézlemlenmistir.

2018, 52 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Kestane kanseri, Biyolojik miicadele, Hipoviriilent
izolatlar



ABSTRACT

Master’s Thesis

Determination of the Effectiveness of Different Methods Used for the Application of
Hypovirulent Isolates for the Biological Control of Chestnut Canker (Cryphonectria
parasitica)

Deniz CAKAR
Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology Sciences
Supervisors: Assoc. Prof. Dr. Segil AKILLI SIMSEK

The most suitable biological control method of chestnut canker caused by
Cryphonectria parasitica is the application of hypovirulent isolates to active cankers.
Usual application method of hypovirulent isolates is to place culture disks or pastes
prepared from the isolates to the holes drilled on the bark around the cankers about 2-3
cm intervals. In the application of this method some difficulties, such as too steep land,
large cankers and need of much work power, arises. For his reason, in order to facilitate
the application of hypovirulent isolates, various methods were tested and their
effectiveness was evaluated. The study area was chosen from Izmir and Aydin
provinces where good quality chestnut production is high. Hypovirulent isolates were
prepared as paste and diluted paste. Hypovirulent isolates were applied to the holes as
hypovirulent paste to selected 24 cankers situated in the borders of Beydag Forestry
Management Chief of Bayindir Forestry Management Directory of Izmir while 18
cankers were treated by as paste application to the holes, diluted paste to the cankers
wounded with a tool with pins, diluted paste directly to the cankers with a brush, six
canker each in the Malgagmustafa village of Sultanhisar town of Aydin province.

After a year, healing of the cankers were observed on all the application methods. After
two years from the applications, the number of the completely healed cankers increased.
The results showed that all the applications were successful. In addition, especially in
this region, Goat moth (Cossus cossus L.) which appeared intensively in July-August
caused damage on the bark tissues of the application areas. For this reason, it was
observed that hypovirulent applications in these areas should be done up to the middle
of June.

2018, 52 pages
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ONSOZ VE TESEKKUR

“Kestane Kanseri (Cryphonectria parasitica)'nin Biyolojik Miicadelesinde Kullanilan
Hipoviriilent  Izolatlarin  Uygulanmasinda Degisik  Yontemlerin  Etkinliginin
Aragstirilmast” adli bu ¢alisma 2014-2018 yillar1 arasinda hazirlanarak Cankir1 Karatekin
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiine “Yiiksek Lisans Tezi” olarak sunulmustur. Bu
aragtirmanin amaci  kestane kanseri ile miicadelede en etkili yol olan biyolojik
miicadelede hipoviriilent izolatlarin uygulanmasinin pratiklestirilmesidir.

Calismanin her sathasinda yakin ilgi ve onerileri ile beni yonlendiren, danigman hocam
Dog. Dr. Secil Akilli SIMSEK ’e, galismanin yapilmasindan gerceklesmesine kadar yol
gdsteren, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii dgretim {iyesi
degerli hocalarim Prof. Dr. Salih MADEN’e ve Prof. Dr. Y. Zekai KATIRCIOGLU’na
tesekkiir ederim. Calisma sirasinda Avrupa uyum tipleri temininde yardimci olan Swiss
Federal Institute for Forest, Snow and Landscape Research WSL’de Fitopatoloji
Arastirma Grubu Bagkani Dr. Daniel RIGLING e tesekkiir ederim.

Calisma esnasinda materyal temininde ve arazi ¢alismalarinda yardimci olan, Adana
Orman Bélge Miidiir Yardimecist olan Tuncay CAN’a, Izmir Orman Bélge Miidiirliigii
Orman Zararlilariyla Miicadele Sube Midiirligii’'nde gorevli Orman Miihendisi Hacer
CAN’a, Mugla Orman Bolge Midiirliigii, Agaglandirma Sube Miidiirliigii'nde gorevli
Orman Miihendisi Olcay KARATAS’a, Bayindir Orman Isletme Miidiirliigii Beydag
Orman Isletme Sefi Haldun DERECIK’e, Aydin Orman Isletme Miidiirliigii, Aydin
Orman Isletme Sefi Ismail ILGIN’a, Bati Karadeniz Ormancilik Arastirma Enstitiisii
Miidiirliigii’nde gorevli Orman Miihendisi Dr. Serap BILGIN’e, Izmir Orman Bolge
Miidiirliigii calisanlarina, Aydin Orman lIsletme Miidiirliigii calisanlarina ve Mugla
Orman Bolge Miidiirliigii calisanlarina tesekkiirii bir borg bilirim.

Orman Genel Miidiirliigii, Dis Iliskiler Egitim ve Arastima Daire Baskanligi, Orman
Zararlilariyla Miicadele Daire Baskanligi’na ve Bati Karadeniz Ormancilik Arastirma
Enstitiisti Midiirliigiine, ¢alismalar1 gerg¢eklestirdigimiz Aydin ilinde bahge sahibi Pervil
KARAOGLU’na, izmir ilinde calismalar1 gerceklestirdigimiz yerlerde yardimci olan
orman kdoyliilerine tesekkiir ederim.

Deniz CAKAR

Cankiri, Temmuz 2018
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1.GIRIS

Ulkemizin kestane orman varligi, Orman Genel Miidiirliigii kestane eylem planina gore
saf ve karisik orman olarak toplam 262,045 ha’dir. Bu alanin 28,804 ha’1 saf kestane
ormani olarak kayithidir. Toplam kestane alanimizin 4108 ha’1 ise izmir Orman Bélge
Miidiirliigii sinirlar igerisindedir. Bu sahalarin 2179 ha’1t saf ve verimli, 1789 ha’1
karisik ve bozuk alanlardan olugmaktadir. Mugla Orman Bolge Miidiirliigii sinirlarinda
(Aydin yoresi) saf ve verimli 864 ha kestane ormani mevcuttur (Anonim 2014). izmir
ve Mugla Orman Bolge Miidiirliikleri toplam kestane alanlari, iilke kestane alanlarina
nazaran kiiclik olmasina ragmen, bu iki bolge miidiirliikleri alanlarinda iilkemizin

kaliteli kestane tiretiminin biiyiik bir kismin1 gergeklestirmektedir.

Kestane, diinyada ve iilkemizde bulundugu her yerde ciddi bir iiriin kaybina yol acan,
hatta Oliimlere neden olan bir hastalikla karsi karsiyadir. Kestane kanseri olarak
adlandirilan bu hastaliga Cryphonectria parasitica adli bir fungus neden olmaktadir.
Yapilan bir¢ok caligmada, kestane kanserinin Ege Bolgesinde yaygin olarak bulundugu
saptanmustir (Erincik et al. 2003, Doken et al. 2004, Celiker and Onogur 2009, Erincik
et al. 2011, Anonymous 2014).

Kestane kanseri diinyada; Avustralya, Bel¢ika Bosna-Hersek, Hirvatistan, Fransa,
Almanya, Yunanistan, Macaristan, Italya, Makedonya, Polonya, Portekiz, Rusya
(Karadeniz kiyilar1), Slovakya, Slovenya, Ispanya, Isvicre, Tunus, Tiirkiye, Ukrayna,
Cin, Giircistan, Hindistan, Japonya, Kore, Tayvan, Tunus; Kanada, USA dahil kestane
yetisen hemen hemen her yerde goriilmektedir (EPPO 2005).

Bu hastaliga kars1 diinyada uygulanan en etkili miicadele yontemi biyolojik savastir.
Biyolojik savas, bu etmenin bir viriis tarafindan enfekte edilmesi ve hastalik etmeninin
saldirganliginin (viriilensliginin) azalmas1 ve kestanenin hastalifi yenmesi esasina
dayanir (MacDonald and Fulbright 1991, Bisiach et al. 1995). Hipoviriilenslik diinyada
baz1 yerlerde dogal olarak yayilmakta, bazi yerlerde ise yapay bulastiriimalarla

yayilmaktadir (Heiniger and Rigling 1994).



Hipoviriilent C. parastica ile enfeksiyonlu kestane agaglarinda, yeni kallus dokusu
gelistigi i¢in kanserlerin etkinligi azalmakta ve agaclar iyilesmektedirler. Bdyle
kanserler hafif siskin goriintimliidiir. Bu nedenle onlara iyilesen kanserler denir ve onlar
agaca az ya da hi¢ zarar vermemektedirler (Milgroom and Cortesi 2004). Basarilt bir
biyolojik savas uygulamasi igin, bir yerde hipoviriislerin varligi, etkinligi ve vejetatif
uyum tipleri (Vegetative compatibility, vc) hakkindaki bilgi ¢ok Onemlidir
(Anagnostakis et al. 1986, MacDonald and Fulbright 1991, Heiniger and Rigling 1994,
Cortesi and Milgroom 1998, Robin et al. 2010).

Kestane kanseri (Cryphonectria parasitica), diinyada 1900’lii yillarin basindan beri,
iilkemizde ise 1967 yilindan bu yana tiim kestane alanlarinda bulunmakta ve ciddi
kurumalara neden olmaktadir. Ulkemizde kestane kanseriyle ilgili bazi arastiricilar
tarafindan biyolojik miicadele ¢alismalari yapilmistir. Bu ¢alismalarin bazilar1 etmenin
lyilesmesine neden olan hipoviriilent strainlerin eldesi ve smirli alanlarda biyolojik

miicadele uygulamalari tizerinde olmustur (Celiker et al. 2017, Akilli et al. 2011).

Hipoviriilent izolatlarla biyolojik miicadelede; gerek iilkemizde gerekse diinyada
kullanilan yontem, kanserin cevresine saglam dokuda 2-3 cm araliklarla kabuk
disklerinin kaldirilmasi ve bu agilan ¢ukurlara uyumlu hipoviriilent kiiltiir diski veya
kiiltir macunu uygulamasi yontemidir. Bu c¢alismada, yukarida belirtilen uygulama
seklinden daha pratik uygulama metotlarinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir. Ciinkii
bahsedilen deliklere hipoviriilent uygulamasi hem zor hem de zaman alicidir. Ayrica
kanserlerin biiylik olmasi ve agacta ulasiminin zor olmasi bu yontemlerle ilgili
uygulamada, zorluk g¢ikarmaktadir. Bu nedenle bu galismanin bir diger amaci; Bati
Karadeniz Ormancilik Arastirma Enstitiisi Miudiirliigii biinyesinde kurulmus olan
Kestane Kanseri Miicadele Laboratuvari koordinatorliigiinde yiiriitiilen kestane kanseri
ile biyolojik miicadele ¢alismalarmma yardimci olabilecek daha pratik hipoviriilent

uygulama yontemlerinin arastirilmasidir.



Bu amagla 2015-2016 tarihlerinde Izmir ve Aydin ilinde secilen arastirma alanlarinda
yukarida bahsedilen farkli uygulama yontemleri kullanilarak aktif kanserlere

hipoviriilent uygulamalar yapilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Son yillarda kestanelerde yogun olarak kurumalara yol acan hastaliklar ortaya ¢ikmustir.
Bu hastaliklardan biri de Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr [syn: Endothia
parasitica (Murr.) (anamorf: Endothiella sp.)] adli fungusun neden oldugu kestane
kanseri olarak adlandirilan hastaliktir. Cryphonectria parasitica, Dogu Asya orjinli bir
fungus olup Cin, Japonya ve Kore'de rapor edilmistir (Myburg et al. 2004, Lee et al.
2005, Rigling and Prospero 2017). Hastalik etmeni fungus, 20. yiizyil boyunca Kuzey
Amerika ve Avrupa‘ya bu iilkelerden enfekteli bitki materyalleri ile giris yapmustir
(Griffin 1986). Amerika’da ilk olarak, 1904 yilinda Newyork’ta kaydinin ardindan
etmen, yilda 30 km den fazla ilerleyerek Kuzey Dogu Amerika’ya yayilmis ve 50 yil
icinde Amerikan kestanesinde 6nemli ekonomik ve ekolojik kayiplara yol agcmustir
(Roane et al. 1986, Anagnostakis 1987, Elliott and Swank 2008, Evans and Finkral
2010). Ayrica hastalik etmeninin orjininin genetik analizlerine ait c¢aligmalar
Amerika’ya, Japonya (Honshu adasindan ve diger bolgelerden), Cin ve Kore'den giris
yaptigini desteklemistir (Dutech et al. 2012).

Kestane kanseri, Avrupa’da ilk 1938 yilinda Italya (Genova)’ da goriilmiistiir (Heiniger
and Rigling 1994). Hastalik 1950°li yillara gelindiginde tiim Italya’ya yayilmustir.
Italya’dan da hizlica Fransa, Isvigre’nin Italya’ya komsu bélgelerine, Slovenya
(Heiniger and Rigling 1994, Krstin et al. 2008, Prospero and Rigling 2012), Dogu ve
Giineydogu Avrupa ile Tiirkiye’ nin Karadeniz, Marmara ve Ege bdlgelerine
yayilmistir. Genetik analiz ¢alismalar1 sonucu Italya'da cogu bélgede etmenin bir baskin
genotipinin bulundugunu (Milgroom et al. 2008) ancak Giiney Bat1 Avrupa (Atlantik ve
Giiney Bati Fransa, Ispanya ve Portekiz)’da farkli genotipleri tespit edilmistir. Bu da
etmenin Avrupa’ya en az iki farkli yerden giris yaptigini, italya’ya Amerika’dan, Giiney
Bati Fransa’ya ise Asya’dan girdigi ortaya konmustur. Fransa’dan 2011 yilinda
Ingiltere’ye ithal edilen kestane fidanlariyla da Ingiltere’ye, hastalik giris yapmustir.
Etmen doguya dogru ilerleyerek Giircistan, Azerbaycan ve Iran’da da goriilmiistiir
(Kazempour et al. 2006, Aghayeva and Harrington 2007, Prospero et al. 2013).
Mikrosatellite  analizleri ~ Giircistan’daki ~ etmenin  Avrupa’dan  gelmedigini

gostermektedir (Prospero et al. 2013).



Ulkemizde Cryphonectria parasitica’ nin neden oldugu kestane kanseri hastalig ilk kez
1967 yilinda Marmara Bolgesinde kayda ge¢mistir. Hastalik Bursa ve Sakarya Yalova,
Bolu, Sinop, Kastamonu, Zonguldak‘da Delen (1979); Bartin’da Coskun ve Kural
(1994); Balikesir, Canakkale, izmir ve Manisa’da Demir ve Celiker (1996) ve son
olarak da kestane yetistiriciligi yiiksek olan Aydin ilinde Erincik et al. (2003) tarafindan
tespit edilmistir. Kestane kanseri, Avrupa Bitki Koruma Organizasyonu tarafindan A2
karantina listesine konmasina ragmen, alinan tedbirler hastaligin yayilmasina engel
olamamis ve hastalik iilkemiz dahil birgok Avrupa iilkesine yayilmistir (EPPO 2005).
Kestane kanseri bulundugu iilkelerde, dal ve gévde kanserlerine yol acarak agaglari
verimsizlestirmis ve 6nemli ekonomik kayiplara yol agmistir. Bu da hem kestanenin
odun, meyve ve balindan yararlanan ireticiyi hem de doganin ekolojik dengesini

olumsuz olarak etkilemistir.

Cryphonectria parasitica 1906 yilinda Murril tarafindan Dioporthe parasitica olarak
isimlendirmis daha sonra Endothia cinsine dahil edilerek Endothia parasitica olarak
adlandirilmigtir. Barr 1978’de yaptigi ¢alismada etmenin Valsaceae (Ascomycota)
familyasina ait oldugunu bildirmis ve etmeni Cryphonectria parasitica olarak yeniden

adlandirmustir  (https://www.cabi.org/isc/datasheet/21108., 2018). Hastalik etmenin

peritesleri 10-20 gruplar halinde bulunur. Askosporlar 10 x 4 pm, seffaf iki hiicreli ve
bolmede daralmistir. Konidiler sarimtirak iplik¢ikler seklinde ¢ikarlar diiz veya hafif
biikiiktiirler, seffaf, 2-3 X 1 pm’dir. Etmen eseyli ve eseysiz iireme gostermektedir. Hem
eseyli hem de eseysiz sporlar stroma i¢inde olusmaktadir. Peritesler, stroma iginde
belirgin bir sekilde olusmaktadir. Eseysiz sporlar ise stroma i¢inde kadehe benzeyen

genis agizl bir yapi iginde olugmaktadir (EPPO 2005).

Cryphonectria parasitica, yara paraziti oldugu i¢in fungusun yaralardan girmesi ile
enfeksiyon baslamakta ve kabuk disindan iglere dogru ilerlemektedir (Jakobi 2005).
Kabuk altinda ilerleyen miseller konukcu hiicreleri, toksinler ve hiicre duvari
parcalayict enzimlerle oldiirmektedir. Oksalik asit bu siirecte yer alan muhtemel
metabolitlerden biridir (Havir and Anagnostakis 1983). C. parasitica tarafindan


https://www.cabi.org/isc/datasheet/21108

salgilanan bu toksik metabolitlerin konuk¢u hiicrelerin hiicre duvarindaki bozulmay1
arttirdigr diistintilmektedir (Havir and Anagnostakis 1983). Kestane kanseri etmeni
dallarda enfeksiyon yaparak kabuk Oliimlerine ve buna bagli olarak su alimini
engelledigi i¢in dallarin ugtan itibaren kurumasina yol agmaktadir. Bitkilerde dal ve
govdelerde olusan genellikle ¢okiik kabuk Oliimlerine (nekrozlara) kanser adi
verilmektedir. Bu kanserler bazen govdeyi tamamen sararak tiim agacin dliimiine neden
olabilmektedir. Boyle ¢okiik kanserlere aktif kanserler adi verilmektedir. Enfeksiyonlu
kabuk {izerinde sar1 turuncudan kirmizi kahverengine kadar degisen bir toplu igne basi
biyiikliigiinde pistiil kiitleleri olusur ve nemli havalarda buralardan portakal sarisi1 bir
akinti seklinde spor iplikgikleri cikmaktadir (Akilli 2008). Oli kabuk dokusu
kaldirildiginda, tipik agik kahverengi miselyal 1sinlar kabugun i¢inde olusmakta ve dis
kabugun kesilmesiyle ortaya c¢ikabilmektedir. Aktif kanserli alanlarin tizerindeki
bolgeler 6lmekte; yapraklar solmakta ve kahverengiye donmekte ancak agag iizerinde

asil1 kalmaktadir (EPPO 2005, Akilli 2008, Rigling and Prospero 2018).

Hastalik, girdigi tim bolgedeki kestanelere ciddi boyutlarda zarar vermektedir. Ancak
daha sonra bazi yerlerde hastaligin viriilensinin azaldigi ve agaglarda iyilesme oldugu
gozlemlenmistir. Bu da Cryphonectria parasitica’nin hipoviriilent strainin dogadaki
varligma baglanmistir. Bu fungus birkag mikoviriis tarafindan enfekte edilmekte ve
boylelikle fungusun enfeksiyon giiclinde azalma olmaktadir (Grente 1965,
Anagnostakis 1982, Heiniger and Rigling 1994, Allemann et al. 1999). Bu viriisler
Hypoviridae familyasinda, dsRNA i¢ermekte olup Cryphonectria Hypo Virus (CHV)
1.2.3 ve 4 olarak adlandirilmaktadir (Choi and Nuss 1992, Heiniger and Rigling 1994,
Perlerou and Diamandis 2006). Fungusun sitoplasmasinda bulunan bu viriisler bulagik
olmadig1 funguslara, ancak uyumlu oldugu fungus hiflerinin kaynasmasi yoluyla
bulagmaktadir (Anagnostakis 1977, Jaynes and Elliston 1980, Griffin et al. 2004,
Milgroom and Cortesi 2004, Perlerou and Diamandis 2006). CHV-1 Avrupa’da bu
virlisler arasinda en genis bir alana yayilam1 ve en ¢ok bilinenidir. CHV-1" e Kuzey
Amerika’da birkag alan disinda rastlanmamistir. CHV-2 ve CHV-3’e Kuzey
Amerika’da rastlanmigtir. CHV-2 New Jersey ve Cin’de bir bolgede bulunmustur.
CHV-3" e dogal olarak Michigan ve Ontario’da rastlanmig fakat Asya’da

rastlanmamistir. CHV—4 Kuzey Amerika’nin batis1 Appalachian’da genis bir alanda



yayilis gostermektedir. CHV—4 genom yapisindan dolay: taksonomik olarak digerlerine
benzemektedir. Fakat virlilensligi digerlerine goére az ya da hi¢ gorilmemektedir
(Heiniger and Rigling 1994, Peever et al. 2000, Milgroom and Cortesi 2004).
Avrupa’da biyolojik miicadelede en iyi basar1t CHV-1" indir. CHV-1 patojenin gelisme

ve sporulasyonunu digerlerine gore daha iyi azaltmaktadir.

Hipoviriilenslik ilk olarak 1950’1 yillarda Italya’da iyilesen kanserlerin gériilmesiyle
ortaya ¢cikmistir (Heiniger and Rigling 1994). Daha sonra birgok iilkede iyilesen
kanserler goriilmeye baslanmis ve bu iyilesmelere neden olan dsRNA varligi
kanitlanmistir.  Ulkemizde ise hastaligm ilk kayidi 1968’den 30 yil sonra
hipoviriilensligin varligi kanitlanmistir (Robin and Heiniger 2001). Kestane kanserinin
goriildiigii ancak halen hipoviriilensligin saptanamadig1 {iilkeler de bulunmaktadir.
Ornegin; Portekiz (Braganca et al. 2007), Ispanya (Zamora et al. 2012, Castano et al.
2015), Bulgaristan (Risteski et al. 2013), Romanya (Adamcikova et al. 2015), Kuzey
Isvigre (Hoegger et al. 2000) ve Tiirkiye’ de Ege Bolgesidir (Erincik et al. 2011) .

Biyolojik miicadelede CHV-1’i basarili ve uyumlu kilan konukgu ile yani C.parasitica
ile olan uyumudur. Bu uyumda, viriis konuk¢unun viriilansini, sporulasyonunu
diigiiriirken, konukgu ile viriisiin dagilimimi da saglanmaktadir. CHV-1’ in C. parasitica
da diisiik ve yiiksek virtilansli olanlarinin genomik kiyaslari ve mutasyon analizleri viral
genomdaki varyasyonlarla iliskili spesifik bolgeleri aciga ¢ikmistir (Chen and Nuss
1999, Lin et al. 2007). Hipoviriis viriilansindaki gozlenen varyasyon muhtemelen viral
RNA genomunun mutasyon orani ile iliskilidir ve hipoviriisiin evrim potansiyelinin
gostergesidir. Bryner and Rigling (2011) hipoviriisiin seviyesinin sadece konukgu ve
viriisle iligkili olmadigini ayrica sicaklik gibi ¢evresel faktorlerinde etkili olabilecegini

bildirmistir.

Hipoviriilent izolatlar kiiltiirel yonteme gore, laboratuvar ortaminda incelendiginde,
patates dekstroz agar (PDA) besi ortaminda viriilent izolatlarin turuncu renkli koloni
gelisimi gostermesinin aksine, dsSRNA viriisii ile enfekteli izolatlar agik renkli (beyaz-
kremsi) miselyal koloni olusturup, ¢ok az konidi meydana getiren gelisme

gostermektedir (Van Alfen et al. 1978, Anagnostakis and Day 1979, Heiniger and



Rigling 1994, Bissegger et al. 1997, Milgroom and Cortesi 2004). Ancak fenotipik
Ozelliklerine bakilarak izolatlarin viriilenslerinin belirlenmesinin her zaman pratik
olmadig1, normal goriiniisli kiiltiirlerin de hipoviriilent olabilecegi, bu nedenle
hipoviriilenslige yol agan dsRNA’nin her zaman anormal goriintigli kiltir
olusturmayacagi belirtilmistir (Fulbright 1984, Chung et al. 1994). Bu da, turuncu
renkte gelisen kiiltiirlerin iginde de hipoviriilentlerin bulunabilecegini gostermektedir.
Renksiz gelisen kiiltiirlerde, bu degisimin viriislerin enfeksiyonu sonucu olustugu
birgok arastirict tarafindan ifade edilmektedir. Sonugta hipoviriilensligi bir viriis
olusturduguna gore, turuncu renkli gelisen izolatlarda da diisiik oranlarda viriis
enfeksiyonu olabilir. Nitekim Van Alfen et al. (1978)’de Bonifacio ve Turchetti’nin
kiiltiirde turuncu renkte gelisim gosteren Italyan-hipoviriilent izolat bulduklarimni
bildirmistir. Ancak arastiricilar laboratuvar kosullarinda gelistirilen ve beyaz renk
olusturan kiiltiirlerin ¢ogunlukla hipoviriilent strainler oldugu goriisiindedirler. Fakat
inkiibasyon kosullar1 degistigi zaman, 6rnegin kuvvetli giin 15181 veya yakin ultraviyole
151k altinda inkiibasyona alinan kiiltlirlerde hipoviriilent izolatlar bu 6zelligini
kaybedebilir ve koyu renkli gelisme gosterebilmektedir. Hipoviriilensin, fungus
cycloheximide igeren ortamlarda gelistirildiginde kayboldugu, yine hipoviriilent
izolatlarin tek spor kiiltiirlerinin bazilarinin dsRNA icermedigi dolayisiyla viriilent
izolatlar gibi renk olusturdugu ve patojen oldugu saptanmistir (Fulbright 1984). Van
Alfen et al. (1978) diger yandan ultraviyole 1s18a maruz birakilan izolatlarin
hipoviriilent 6zelligini kaybettigini belirlemiglerdir (Akilli 2008). Bu da Bryner and
Rigling (2011) yaptigi ¢alismada belirttigi gibi cevresel faktorlerin hipoviriilenslik

tizerinde etkili oldugunu gostermektedir.

Hipoviriilent strainler hifsel kaynasma (anastomosis) yoluyla dsSRNA’ y1 transfer ederek
viriilent strainleri hipoviriilent hale ¢evirebilir (Heiniger and Ringling 1994). Burada da
fungusun vejetatif yani, hifsel uyumu 6nemlidir. Vejetatif uyum veya somatik uyum,
hifsel funguslarda, fungal popiilasyon yapisim1 ve g¢esitliligini tanimlamak ig¢in
kullanilan bir sistemdir (Glass and Kuldau 1992, Cortesi and Milgroom 1998). Cogu
Ascomycetes’lerde iki bireyin ayni allelleri tiim vic lokuslarinda bulunuyorsa vejetatif
uyumlu, ancak bireylerin allelleri bir yada daha fazla vic lokusunda bulunmuyorsa ise

vejetatif olarak uyumsuz oldugu ifade edilmektedir (Glass and Kuldau 1992, Liu and



Milgroom 1996). Bu nedenle vc tipleri olarak adlandirilan vejetatif uyumsuzluk
fenotipleri, gen olarak vic genotipini toplu olarak tanmimlayan birden c¢ok vic
lokusundaki aleller tarafindan yonetilmektedir. Bilinen vic lokus sayisi tiirler arasinda
degismektedir. Cogu vic lokusu sadece iki alel igerir, ancak bazi tiirlerde Grnegin
Neurospora crassa ve Aspegillus nidulans'larda ¢ok sayida allel bulunur (Rigling and
Prospero 2017). Bir popiilasyondaki vc tiplerinin (vic genotipleri) cesitliligi, allelik
cesitliligin ve vic lokusu arasinda rekombinasyonun bir fonksiyonudur. Vejetatif
uyumsuzluk bes yada yedi vic lokusu tarafindan kontrol edilir. Avrupa igin C.
parasitica' da, herbiri iki alleli olan alt1 vic lokusu tarafindan kontrol edilen 64 (= 26) vc
tipi i¢in vic genotipleri Cortesi and Milgroom (1998) tarafindan belirlenmistir. C.
parasitica’ nin Avrupa uyum tipleri Eu-1, Eu-2 vb. adlandirilmistir. Bilinen 64 Avrupa
(EU) ve tipleri ile uyumsuz olan vc tipler en yiiksek Asya'da, ABD'de (Milgroom and
Cortesi 1999) ve Avrupa'da Karadag (Braganga et al. 2007) Kafkasya’da Giircistan’da
goriilmistiir (Robin et al. 2009, Prospero et al. 2013). Avrupa uyum gruplarina ek
olarak bilinen tiim ayni alt1 vic lokusuna sahip, farkli ancak vejetatif uyumsuz yeni
uyum tipileri bulunmustur (Short et al. 2015). Bu bulgular, C. parasitica'da vejetatif
uyumsuzlugun altidan fazla vic lokusu tarafindan kontrol edildigini ya da bilinen vic

lokusuna ilave alellerin var oldugunu gostermektedir (Rigling and Prospero 2017).

Cryphonectria parasitica, heterotallik bir fungus oldugu igin, kendi kendine eseyli
iireyememektedir. Boyle bireylerde, eseyli iiremenin olabilmesi i¢in esey yoniinden
uyumlu iki izolatin bir araya gelerek ¢iftlesmeleri gerekmektedir. Eseyli iireme, C.
parasitica’ da tek bir esey geninin farkli iki alleli (MAT-1 ve MAT-2) ile
yonetilmektedir. Iki C. parasitica izolat1 arasinda eseyli iireyebilmesi igin birinin MAT-
1 alleline digerinin MAT-2 alleline sahip olmas1 gerekmektedir (Marra and Milgroom
2001, Milgroom and Cortesi 2004). Seksiiel iireme populasyonlarda MAT tiplerinin 1:1
olmasi beklenir. Sayet bu oran 1:1 den sapma Qgdsteriyor ise aseksiiel ¢ogalma daha
yaygindir ve hipoviriisiin yayilmasini kolaylastirir. Sonugta ve tipler ve MAT tipleri,
hipoviriisiin kansere karsi kullanilmasinda biyolojik miicadelenin basarisi i¢in dnemli

bir faktor olarak ortaya ¢ikmaktadir (Bissegger et al. 1997).



Bir populasyonda yiiksek vc tip ¢esitliligi biyolojik miicadelenin basarini olumsuz
etkileyecektir (Anagnostakis et al. 1986, Heiniger and Rigling 1994, Robin et al. 2000,
Cortesi et al. 2001). Vejetatif uyumsuz izolatlar, PDA besi ortaminda karsilastiklarinda
miseller kaynasamamakta ve bir baraj zonu olusmaktadir. Ancak C. parasitica
izolatlari, tiim vic lokuslarinda ayni allelere sahip ise miselyumlar karsilastiklarinda
birlikte biiylir ve kaynasirlar. Ancak alleler bir ya da daha fazla lokusta farkli ise
izolatlar uyumsuzdur. Anagnostakis and Day (1979), aymi vc tipine ait viriilent ve
hipoviriilent izolati1 eslestirdiginde viriis aktariminin oldugunu goérmiistiir. Avrupa’da
uyum tiplerinden Eu-12 Italya, Yunanistan, Slovakya ve Dogu Avrupa’da yaygin
olarak goriilmektedir. Eu-1, Eu-2, Eu-5 ise Kuzey Italya, Giiney Fransa, Bat1 Ispanya
ve Isvigre’de yaygin olarak goriilmektedir (Anagnostakis and Day 1979, Anagnostakis
and Waggoner 1981, Anagnostakis et al. 1986, Cortesi et al. 1998, Adamgikova et al.
2006). italya’da Cortesi et al. (1998) Eu-10"nun, Milgroom and Cortesi (1999) ise Eu-
11, Eu-14, Eu-40 ve Eu-17°nin de bulundugunu bildirmiglerdir. Radocz (1999)
Macaristan’da Avrupa uyum tiplerinden yaygin olarak; Eu-13, Eu-6 ve Eu-1 oldugunu
diisiik oranlarda da Eu-2, Eu-3, Eu-5, Eu-9, Eu-11, Eu-12, Eu-14, Eu-16, Eu-21, Eu-
22’nin bulundugunu saptamistir. Romanya ve Ukrayna’da ise, vc tip Eu-12 olarak
saptanmigtir (Radocz 2001). Braganca et al. (2007) Portekiz’de, en yaygin vc tiplerinin
sirasiyla; Eu-11, Eu-12 ve Eu-66 oldugunu bildirmektedir. Hirvatistan’da, Krstin et al.
(2008), en yaygin vc tipinin Eu-1 oldugunu bunu Eu-2, ve Eu-12’nin izledigini rapor
etmistir. Bunun disinda, Eu-13, Eu-17, Eu-5, Eu-9, Eu-3, Eu-28, Eu-14, Eu-20, Eu-29,
Eu-11, Eu-4, Eu-7, Eu-18, EU-21 ve Eu-22 uyum tipleri bulunmustur.

Uyum tiplerinin tespiti lizerine lilkemizde bir¢ok calisma yapilmistir. Bunlar; Celiker
and Onogur (1998, 2009) Marmara, Karadeniz ve Ege Bolgesinden 19 lokasyondan,
388 C. parasitica izolati toplamis ve iki uyum tipi tespit ettigini bildirmistir.
Aragtirmacilar tarafindan Eu-1 % 93,3 ve Eu-12 % 6.7 oraninda bulunmustur. Eu-1 tiim
lokasyonlarda bulunurken Eu-12 sinirl bélgelerde, Marmara Bélgesi (Balikesir-Ivrindi)
ve Ege Bolgesi (Izmir-Beydag1 ve Aydm)’inden elde edilmislerdir. Coskun et al. (1999)
10 italyan vc tipleri (1, 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10) ve Avrupa uyum tiplerinden, Eu-4 ve Eu-5’i
kullanarak Marmara, Dogu ve Bati1 Karadeniz’den 181 kestane sahasindan, 265 izolatta

uyum tipi tespiti ¢alismistir. Giirer et al. (2001) tarafindan Marmara ve Karadeniz
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Bolgesinden 134 C. parasitica izolati toplanmig ve 63 Avrupa uyum tipi ile
eslestirmiglerdir. Arastirmacilar bu izolatlarin, Eu-1 uyum tipine girdiklerini tespit
etmistir. Doken et al. (2004), Aydn ilinde 97 izolatla yaptiklar1 ¢alismada, 2 uyum tipi
Eu-1 ve Eu-12’yi tespit etmislerdir. Akilli et al. (2009) Karadeniz Bolgesinden, 32
lokasyon 11 ilden elde ettigi 296 izolattin, 5 uyum tipine girdigini (Eu-1, Eu-12, Eu-14,
Eu-2 ve Eu-5) saptamislardir. Bes uyumun tiimii sadece Kastamonu yoresinde tespit
edilmistir. Tim izolatlar arasindan uyum tiplerinden Eu-1 % 90,8; Eu-12 % 6,8
oraninda iken; Eu-14, Eu-2 ve Eu-5 % 1,5 oraninda saptanmustir. Eu-1 tiim bolgede
tespit edilmistir. Erincik et al. (2011) Ege Bélgesinden (Izmir ve Aydin ), elde ettigi 213
izolattan 2 vc tipi tespit etmistir. Aydin’da Eu-12 (% 23) ve Eu-1 (% 77), Izmir ilinde
Eu-1 (% 30) Eu-12 (% 70) saptamistir. Akilli (2013) tarafindan, Bursa ve Yalova
illerinde yapilan ¢alisgmada 3 yil i¢inde 15 lokasyondan, 198 izolat elde edilmistir. Bu
izolatlarin uyum tipleri Eu-1 olarak tespit edilmistir. Ayrica izmir bdlgesinde FAO
(Gida ve Tarim Orgiitii ) ve Orman Genel Miidiirliigii isbirligi ile yapilan bir proje
caligmasinda (FAO 2012-2014) Avrupa uyum tiplerinden Eu-1 ve Eu-12 bu yorede
yaygin olarak goriilmiistir (Anonymous 2014). Daldal (2015) tarafindan; Izmir,
Manisa, Mugla ve Denizli illerinde kestane iiretiminin 6nemli oldugu, 19 kdyden 268
izolat elde edilmistir. Calisma sonucunda, Izmir ilinde Eu-1 ,Eu-12, Eu-2 olmak iizere 3
vc tipi, Denizli ve Manisa illerinde ise, Eu-1 ve Eu-12 olmak iizere 2 vc tipi tespit
edilmistir. Mangil (2017) tarafindan; Dogu Karadeniz’de Artvin, Rize, Trabzon
illerinden segilen 3 farkli lokasyondan 344 izolat elde edilmistir. Secilen
lokasyonlardaki kestane agaclarindan kanserli dokular alinmistir. Elde edilen izolatlarin,
235’1 Eu-1 (% 68,3), 23’4 Eu-17 (% 6,7), 21’1 Eu-12 (% 6) 14’4 Eu-3 (% 4) olarak
bulunurken 51 izolatin higbir uyum tipine girmedigi tespit edilmistir. Yapilan
arastirmalarm sonucuna gore; Tiirkiye’de C. parasitica’nin 8 uyum tipi belirlenmis ve
bunlar Avrupa uyum tiplerinden, Eu-1, Eu-2, Eu-3, Eu-5, Eu-17, Eu-12, Eu-14 ve Eu-44
olarak tespit edilmistir (Celiker and Onogur 1998, Coskun et al. 1999, Giirer et al. 2001,
Doken et al. 2004, Akilli et al. 2009, Celiker and Onogur 2009, Erincik et al. 2011,
Akill1 2013, Anonymous 2014, Daldal 2015, Mangil 2017 ).

Kestane kanseri ile miicadelede kimyasal ve kiiltiirel yontemler denenmistir. Ancak bu

yontemlerle basar1 elde edilememistir. Diinyada, Kestane kanseri ile miicadelede en

11



etkili yontem hipoviriilent izolatlar kullanilarak biyolojik savas olmustur. Avrupa’da
hipoviriilent uygulamalar1t basarili sonuglar vermistir. Uygulama i¢in, segilen
kanserlerin etrafi mantar delici ile delinerek disk ya da macun haline getirilen
hipoviriilent izolatlar, ¢ukurlara yerlestirilerek sonuglar gozlenmistir. Hipoviriilent
uygulama, o6zellikle piiriizsiiz kabuklu geng kestane agaglarinda, kolay uygulanabilir
olacagindan daha etkili oldugu belirtilmistir. (Robin et al. 2000, Hoegger et al. 2003).
Yasli, kalin kabuklu kestane agac¢larinda, agaglarin tepe kisimlarinda ve siirlar1 net
belli olmayan kanserlerde uygulamalar daha zordur. Hipoviriilentlerin, kanserleri tedavi
edici oOzelligi olsa da uygulanmayan kanserlere yayilimi her zaman goriilmemektedir
(Milgroom and Cortesi 2004). Kestane popiilasyonlarinda, hipoviriilentin yayilmasini
etkileyen baz1 ana faktérler oldugu goriilmiistiir. Oncelikle, miimkiin oldugunca fazla
uygulama yapilmasi (Heiniger and Rigling 2009, Diamandis et al. 2014), diger bir
onemli faktorde biyolojik kontrol ajani olarak kullanilacak hipoviriistiir (MacDonald
and Fulbright 1991). Hipoviris CHV-1 in farkli alt tipleri fungusun biiyiimesini,
sporulasyonunu farkli oranlarda azaltmaktadir (Robin et al. 2010, Bryner and Rigling
2011). Fransiz subtyp’t (F1 ve F2) fungusun gelisimini 6nemli dercede azalttigi
ispatlanmis olsa da Italyan tipi (subtype I)’nin dagilimmin ve kanserlere daha etkili
oldugu bildirilmistir (Robin et al. 2010, Rigling and Prospero 2017). V¢ tip ¢esitligi de
hipoviriisiin dagilimini etkilemektedir. Kuzey Dogu Amerika’ da vc tipi gesitliliginden
dolayr hipoviriilent uygulamalarinin basarisiz oldugu goriilmistir (Milgroom and
Cortesi 2004). Dogal hipoviriilenslik Kuzey Amerika’da sadece Michigan ve Ontario’da
bazi kestane mesgerelerinde goriilmistiir (Milgroom and Cortesi 2004). Makedonya’da
yine, CHV-1 hipoviriisii kullanilarak yapilan uygulamalarda, kanser gelisimin ve agac
oliimlerinin yavasladig: tespit edilmistir (Sotirowski et al. 2011). Romanya’da CHV-1
hipovirtisii ile C. parasitica tarafindan kurumus ve kesilmis agaclarin verdigi
siirgiinlerde 5 sene boyunca disk yontemi ile biyolojik miicadele ¢alismasi yapilmis ve

basarili sonuglar alinmistir (Chira et al. 2017).

Ispanya’da, C. parasitica’ nin CHV-1 F1 (Fransiz subtyp’1)’in etkinlikleri hipoviriilent
izolatlar1 viriilent izolatlarla hem govde pargalarinda hem de arazide uygulanilarak
arastirilmistir. Calismada, hipoviriilent izolatlar bir el blendir ile pargalanarak tiiplere

konulmustur. Caligmalarda, laboratuvar denemesinde kesik govdelerde, Eu-1

12



hipoviriilent izolatinin kanseri etkilemedigi, buna karsin Eu-11 uyum tipine giren 4
hipoviriilent izolatin kanserlerdeki gelismeyi azaltici etki ettigi saptanmistir. Ancak,
arazi uygulamalarinda Eu-1 ve Eu-11 uyum tipindeki hipoviriilent izolatlarin Leon
bolgesindeki iki uygulamasmin etkili oldugu, ancak Zamora bolgesindeki Eu-11
hipoviriilent izolatinin etkili olmadig1r goriilmistiir. Zamora bolgesinde, 18 ay sonra
kanser gelismesinde azalma tespit edilmistir. Calisma sonucuna gore; hipoviriis subtype
F1’in farkli sonuglar géstermesi Leon bdlgesine iyi adapte olurken, ayni adaptasyonu
Zamora bolgesinde gosterememesine baglanmigtir (Zamora et al. 2014). Slovakya’da,
Fransiz hipoviriisleri  kullanilarak basarili  bir biyolojik miicadele ¢alismasi
yiiriitiilmiistiir (Juhasova et al. 2005) italya’da yapilan hipoviriilent strain uygulamalar,
15 yil boyunca izlenmis ve kanserlerin iyilestigi, hipoviriisin dogal dagiliminin

goriildigi bildirilmistir (Turchetti and Maresi 2008).

Hipoviriilent izolatlarla biyolojik miicadele ¢alismasi, Fransa’da 20 ha. alanda 200
kansere inokiile edilerek uygulanmis ve dort yil sonra kanserlerde iyilesmeler
goriilmiistiir. Italya’da, ayn sekilde yapilan ¢alismada da 233 aktif kansere uygulanan
hipoviriilent izolatlar, basarili sonuglar vermistir (Heiniger and Rigling 1994).
Yunanistan’da yapilan biyolojik miicadele ¢aligmalari, Diamandis (email yoluyla bilgi
2015)’in gonderdigi bir maille su sekilde anlatmistir; Yillardan sonra dogal
hipoviriilensligin, goriiliistine ve dagilisina her zaman giivenilmeyecegi kanisina
vartlmistir. Verimli kestane bahgelerinde, hastaligin yayilmasi durumunda sistematik
inokiilasyon kayiplarin azaltilmasi i¢in izlenecek tek yol olabilmektedir. Gergekten,
dogal hipoviriilensligin olusunu ve dagilisin1 beklemek veya daha hizli sonu¢ almak i¢in
hipoviriilensligin  sokulmasini saglama karari, orman yoOnetimi/bah¢e sahipleri
sorumlulugundadir. 1998, 1999 ve 2000 yillarinda, hipoviriilensligin hi¢ olmadig1 Athos
daginda, 7000 ha baltalik kestane ormanlarinda inkiilasyon yapilmistir. 2008 yilindaki
son siirveylerde, hipoviriilenslik %73 e ulasmistir. Manastirlarin kestane isletmesi,
hastaligin 1975’teki girisinden 6nceki haline dondiigiinii bildirmis olup; bu yazilt bildiri

ile biyolojik miicadelenin basaris1 birkez daha teyit edilmistir.
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Tasmilabilir hipoviriilenslik ile biyolojik miicadele programlari Fransa, Italya,
Yunanistan ve Isvigre’de yerlestirilmistir (Bisiach et al. 1991, Calza 1993, Robin et al.
2000, Heiniger and Rigling 2009).

Ulkemizde de hastalik etmeni Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr.’nin Kestane
agaclarinda ciddi boyutlarda zarara neden olmasindan dolayi, hastalikla miicadele
caligmalar1 yapilmaya baslanmistir. Hastaligin, Karadeniz Bdlgesindeki yayginligi
birgok arastirict (Coskun et al. 1999, Giirer et al. 2001) ve en giincel arastirma olan
2007-2010 yilinda yapilan 06B4347004 nolu “Karadeniz Bolgesinde Kestane
Kanserinin Biyolojik Miicadelesi Uzerinde Arastirmalar” Ankara Universitesi Bilimsel
Arastirma projesi ¢alismasiyla da detayli olarak belirlenmistir. Orman Genel Miidiirliigi
ve FAO arasinda, 2008-2009 yilinda yapilan TCP / TUR / 3201 “Support to Turkish
Government in development and implementation of a Feasibility Study (FS) for
management of chestnut blight in chestnuts and other hardwoods” adli 6n projeyle
hastaligin durumu ve yapilmast gerekenler tespit edilmistir. Bunlarin ardindan
‘TCP / TUR / 615676 FAO-Management of Chestnut Blight And Increased Capacity
For Improving Forest Health And Vitality’ adli yeni bir proje yapilmistir. Bu proje ile
secilen pilot bolgelerde biyolojik miicadele ¢alismasi baslatilmistir. Segilen ti¢ pilot
bolgede aktif kanserlerde iyilesmeler goriilmeye baslanmistir. Proje ¢ergevesinde,
Orman Genel Midirliigii/Bati Karadeniz Ormanciik  Arastirma  Enstitiisii
Miidiirliigii’ne bagli Bolu ilinde bir laboratuvar kurulmustur. Bu laboratuvar aracilig ile
secilen sahalarda biyolojik miicadele uygulamalari yapilmaktadir. Kurulan bu
laboratuvar Eu-1 (Tirkiye orjinli) ve Eu-12 (Makedon orjinli) hipoviriilent izolatlarinin
uyumlu oldugu kestane agaglarindaki kanserlere Izmir, Aydin, Kiitahya Orman Bélge
Midirliiklerinde uygulamalar yapmaktadir. Ayrica Celiker et al. (2017) Manisa-
Turgutlu-Haciisalar kéyiinde Eu-1 uyum tipine giren kanserlere hipoviriilent izolat disk
yontemi ile uygulamis olup kanserlerin iyilestigini ve dogal yayilimimin basladigini

bildirmistir.
Ulkemizde hatta diinyada hipoviriilent uygulamalarin1 pratiklestirme adina yapilmis

calismalara cok az rastlanmaktadir. Kunova et al. (2016), Italya’da C. parasitica’ nin

yeni bir formulasyonunu gelistirmeyi amaglayan bir arastirma yapmustir. Burada
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ulagilmasi zor olan, uzun agaglardaki kanserlere hipoviriilent miselyumlar1 ulastirmak
amaglanmistir. Agaclardaki bazi kanserlere ulasilmasi zordur ve bu kanserlere ulasmak
zaman ve masraf istemektedir. Arastiricilar, hipoviriilent izolat miselyum disklerinden
polietilen glikol ve hidroksipropil kullanarak bir formulasyon yaparak bu diskleri
tagimalart i¢in kursunsuz peletlere yiiklemistir. Bu peletleri, havali tiifekler ile
kanserlere firlatmistir. Bu yontemle, uygulama yapilan kanserlerde iyilesmeler
gbzlenmistir. Bu yontem, geleneksel uygulama yontemlerine, maliyet ve uygulama

kolaylig1 agisindan alternatif olabilir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Deneme Alanlariin Secimi ve Ornekleme

Calisma Kestane iiretiminin yogun oldugu Aydin ve Izmir ilinden secilen kestane
sahalarinda yiiriitilmistiir. Calisma sahasi olarak bu illerin segilmesinin nedeni, hem
kestane tiretiminin ¢ok olmas1 hem de kestane kanseri hastaliginin bu bdlgelerde yogun
goriilmesidir. Bu bolgelerde, kestane kanserinin viriilensliginin ¢ok yiiksek oldugu
gbzlenmistir. Kestane kanserinden kuruyan birgok agaca rastlanmaktadir. Ayrica Aydin
ve Izmir illerindeki kestane sahalarinda, dogal hipoviriilensligin bulunmamasi ¢alisma
sonuglariin da dogru bir sekilde degerlendirilmesini saglamistir. Aydin ilindeki Pervil
KARAOGLU’na ait saha Sultanhisar ilgesi, Malgagmustafa koyiinde 15-20 yaslarinda
kestane agaclarindan olusan, yaklasik 60 hektar bir kestane bahgesidir (Sekil 3.1). Bu
sahadan benzer biiyiikliikte toplamda 30 adet kestane kanseri drnegi secilmistir. izmir
ilinde Bayindir Orman Isletme Miidiirliigii/ Beydag Orman Isletme Sefligi siirlarinda
bulunan 4 farkli kéyden Comaklar, Tabaklar, Erikli ve Bigak¢1 kdyiinde 37 adet kestane
kanseri belirlenmistir. Her iki ilden se¢ilen kanserlerden laboratuvarda gerekli testleri

yapmak i¢in kabuk 6rnegi alinmigtir.
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Sekil 3.1 Calismanin yiiriitiildigii Aydin ili / Sultanhisar ilgest, Malgagmustafa koyiinde
bulunan kestane bahgesi (a ve b) ve Izmir ili Bayindir Orman Isletme
Miidiirligii sinirlarindaki kestane sahalarindan genel goriiniim (c, d)

3.2 Uygulama Yapilacak Kanserlerin Uyum Tiplerinin Belirlenmesi

3.2.1 Cryphonectria parasitica izolasyonu

Uygulama yapilacak kanserlerden alinan kabuk pargalari 6nce %]1°lik sodyum
hipoklorit iginde 3 dk tutulmus ve steril kurutma kagidinda kurutulmustur (Sekil 3.2).
Bu pargalardan alinan 2-3 mm biiyiikliigiinde pargcalar PDAmb (PDA 40g, methionin
100mg, biotin 1mg, saf su 1000 ml) besi ortam1 igeren petrilere yerlestirilmis ve 26 °C
sicaklikta, 12 saat aydinlik 12 saat karanlikta 7 giin inkiibasyona birakilmistir. Gelisen
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funguslarin misel uglarindan, stereomikroskop altinda ¢ok kiigiik pargalar alinarak
fungusun tek spor izolatlart elde edilmis ve izolatlar egik agarda + 4 °C’ de
buzdolabinda ve cryotiiplerde -80 °C’ de saklanmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.2 %1°lik soydum hipoklorit i¢inde tutulan kestane kabuk ornekleri (a) ve steril
kurutma kagitlarina alinan kabuk 6rnekleri (b)

Sekil 3.3 Funguslarin tek spor izolatlarinin PDA igeren tiiplerde egik agarda gelisimi
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3.2.2 Cryphonectria parasitica izolatlarmmn vejetatif uyum tiplerinin (VC)

belirlenmesi

Izolasyonlar sonucunda, iki farkli bolgeden toplanan 67 kabuk 6rneginden elde edilen,
54 Cryphonectria parasitica izolatinin vejetatif uyum tipi belirlenmistir. Bu amagla,
izolatlarm PDAmb ortaminda saf olarak gelisen kiiltiirlerinden steril igne ile
sporulasyon yapan kisimdan bir miktar alinmis, yine PDAmb ortaminda 2 mm
araliklarla oncelikle daha once iilkemizde varlig: tespit edilen Eu-1 ve Eu-12 vc tipleri
ile eslestirilmis ve 7 glin karanlikta 7 giin ise yaygin giin 1s1ginda tutulmustur.
Eslestirilen diskler arasinda kuvvetli baraj ve sporulasyon zonlari olusturanlar veya
sporulasyon olusturmayip baraj zonlar1 olusturanlar uyumsuz (Sekil 3. 4), baraj zonlar1
olusturmayanlar ise uyumlu olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.5) (Anagnostakis et al.

1986, Bissegger et al. 1997). Uyum ¢aligsmalari 2 tekrarli yapilmustir.

Sekil 3.4 Aydin ilinde Avrupa uyum tipinden Eu-1 ile vejetetatif uyumsuz izolatlar
baraj zonlarinin goriiniimi
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Sekil 3.5 Kiiltiirde Avrupa vejetatif uyum tipi Eu-1 ile bir izmir izolatinin olusturdugu
baraj zonlarindan goriinim (iistte) ve baraj zonu olusturmayan uyumlu
izolattan goriiniim (altta)

3.3 Viriilent Izolatlarin Hipoviriilent izolatlara Déniistiiriilmesi Testi

Uygulama yapilan kanserlerdeki uyum tipi belirlendikten sonra, hipoviriilentlerin
hazirlanmasina gecilmistir. Calisma sahalarinin uyum grubu daha oOnce yapilan
calismalardan elde edilen bilgiye gore Eu-1 veya Eu-12°dir. Bu nedenle, uygun
hipoviriilent izolatlar ¢alismaya baslamadan temin edilmistir. Eu-1 uyum grubuna ait
hipoviriilent izolatlar Ankara Universitesi BAP tarafindan desteklenen 06 B 4347004
nolu projeden elde edilen etkinligi belirli izolatlardir. Eu-12 uyum tipi igin ise Swiss
Federal Institute for Forest, Snow and Landscape Research WSL (Isvigre Ormancilik,
Kar ve Peyzaj Arastima Enstitiisii) fitopatholoji grup baskani Dr. Daniel Rigling’den
temin edilen Makedonya orijini (M 7055) izolat kullanilmistir.

Calismada kullanilan iki hipoviriilent izolatta ,farkli bolgelerden elde edildigi i¢in her
calisma sahasindan elde edilen viriilent izolatlara, virtisler aktarilmistir. Bunun i¢in ayni
uyum tiplerde bulunan hipoviriilent oldugu belirlenmis olan izolatlarla, sahadan elde
edilen viriilent izolatlar doniistiirme testine tabi tutulmustur. Yani, izolatlar PDAmMb
ortaminda karsilikli inokule edilerek viriis aktarimi saglanmistir. Turuncu izolat beyaz

renge doniistiiglinde, hipoviriilent izolatin virlilent izolatt hipoviiriilenslige
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doniistiirdiigii kabul edilmistir (Anagnostakis et al. 1986, Bissegger et al. 1997) (Sekil

3.6). Kestane kanserine yapilan uygulamalarda bu hipoviriilent izolatlar kullanilmistir.

Sekil 3.6 Avrupa vejetatif uyum tiplerinden Eu-1 ile uyumlu hipoviriilent izolattan
Aydm-5 virulent izolatina viriis aktariminin kiiltiir ortaminda gériinimii

3.4 Hipoviriillent Macun Hazirlanmasi

Uygulama kolayligi saglamak igin, orta kalinlikta (2-3 mm) asitlendirilmis Difco
PDAmb (40g/L PDA, methionin 100 mg/L, biotin 1 mg/L ve 1 L PDA i¢in % 20’lik
laktik asitten 1,25 ml) besi ortami bulunan petri kaplarma hipoviriilent izolatlar
astlanmistir. Hipoviriilent kiiltiir, petri kaplarin1 tamamen kaplanincaya kadar (7-9 giin)
beklenmistir. Daha sonra steril bir ortamda (steril kabin) steril bir pargalayict (el
blender’1) ile macun sekline getirilmis Ve steril kavanozlara yerlestirilmistir. Bu sekilde
hazirlanmis macun ortaminin, fungusla iyice sarmasi i¢in arada bir kapak agilmadan

kavonazlar sarsilarak karistirilmis ve bu sekilde 3-4 giin bekletilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 Hipoviriilent macun hazirlanmasi asamalarindan goriiniim

3.4.1 Seyreltilmis hipoviriilent macun hazirlanmasi

Difco PDA besi ortaminda hazirlanarak gelistirilen hipoviriilent izolatlar 3.4
Hipoviriilent Macun Hazirlanmasi bagliginda belirtildigi gibi hazirlanarak macun elde
edilmistir. Elde edilen macun 1:1 hacimce saf steril su ile seyreltilerek iyice

karistirilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8 Arazide uygulanacak seyreltilmis hipoviriilent macundan gériiniim

3.5 izmir ilinde Hipoviriilent izolatlarin Uygulanmasi

3.5.1 Kabuk diski ile acilan ¢ukurlara macun haline getirilmis hipoviriilent izolat

uygulanmasi

Izmir ilinde kanserlerin kazinmis olmasi, kiiciik kanserlerin bulunamasi nedenleriyle
secilen kestane bahgelerinde, sadece kabuk diski ile agilan gukurlara macun haline

getirilmis hipoviriilent izolat uygulamasi yapilmistir.

Izmir’de Bayindir Orman Isletme Miidiirliigii Beydag Orman Isletme Sefligine bagli 4
koyde, toplam 24 agaca 13-14 Temmuz 2015’te hipoviriilent izolatlar uygulanmistir.
Kanserlerin kenarlarindan yaklasik 1 cm uzaklikta saglam dokuda yaklasik 2-3 cm
araliklarla, 0.5 cm gapli bir mantar delici ile delikler agilmistir. Bu agilan deliklere, bir
spatula yardimi ile macunlar doldurulmus ve iizerleri ¢ikarilan kabuklarla kapatildiktan
sonra, uygulama alani nemli pamukla kapatilip iizerleri ,kolay yapisan ve koparilan
teypler (en az 5 cm enli ) ile kapatilmistir (Sekil 3.9). Calismada, bir uygulama ve

kontrol olmak iizere iki karakter ele alinmstir.
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Sekil 3.9 Kabuk diski ile agilan ¢ukurlara macun haline getirilmis hipoviriilent
uygulamasi ve ¢ukurlarin nemli pamukla kapatilmas1 agsamalar

3.6. Aydin ilinde Hipoviriilent Uygulamalar:

3.6.1 Kabuk diski ile acilan ¢ukurlara macun haline getirilmis hipoviriilent izolat

uygulanmasi

Aydin’da Sultahisar ilgesi Malgagmustafa koyiinde secilen kestane bahgesinde alti
kansere 3 Haziran 2016°da uygulama yapilmustir.

3.6.2 Civili bir diizenek ile yaralanan kanserlere seyreltilmis hipoviriilent macunun

firca ile uygulanmasi

Bu uygulama sadece Aydin ilinde alti agaca yapilmistir. Bu uygulamada, kanserler
iizerine yaklasik 2-3 cm araliklarla kare seklinde yerlestirilmis ¢iviler bulunan bir
diizenekle 3-4 defa vurularak yaralama yapilmis ve 1:1 hacimce su ile seyreltilmis

macun firga ile tiim yiizeye siiriilmiistiir (Sekil 3.10)
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Sekil 3.10 Civili diizenek ile yaralanmig kanserlere seyreltilmis hipoviriilent
uygulamasi

3.6.3 Yaralanmamis kanserlere seyreltilmis hipoviriilent macunun fir¢a ile

uygulanmasi

Bu uygulama sadece Aydin ilinde alti agaca yapilmistir. Bu uygulama yukarida
belirtildigi gibi, yaralanmamis kanserlere yapilmistir. Yaralanmamais alt1 kanser secilmis

olup hazirlanan seyreltilmis hipoviriilent macun kanser yiizeyine siiriilmiistiir (Sekil
3.11).
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Sekil 3.11 Civili bir diizenek ile yaralanmamis kanserlere seyreltilmis hipoviriilent
macunun firga ile uygulamasi

Calismada ti¢ farkli uygulama ve kontrol olmak iizere dort karakter ele alinmis olup her
uygulamada alt1 tekrar yapilmistir. Boylece Aydin ilinde 18 aktif kansere uygulama
yapilmis olup 6 aktif kanser ise kontrol olarak birakilmistir. Birinci yontem kabuk diski
¢ikarilmasi ile acilan gukurlara hipoviriilent uygulanmas: hem Izmir hem de Aydmn
ilinde yapilmistir. Ikinci yontem olan ¢ivili bir diizenek ile yaralanan kanserlere
seyreltilmis hipovirillent macunun firca ile uygulanmasi ve figiincii yontem olan
yaralanmamis kanserlere seyreltilmis hipoviriilent macunun fir¢a ile uygulanmasi

sadece Aydin ilinde denenmistir.

3.7 Uygulamalarin Etkinliklerinin Kontrolii

Uygulamalardan sonraki 3. ve 6. aylarda kanserler kontrol edilmis ve kanserlerden
kabuk ornekleri alinip, reizolasyon yapilarak viriisiin varligina bakilmistir. Kanserlerin
kontrollerinde degerlendirmeler, kallus olusumu olup olmadig: seklinde notlar alinarak

uygulamalar degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Kanser Orneklerinden Elde Edilen Funguslar

Izmir-Aydm illerinde ilk olarak kestane sahalarinin incelenmesi yapilmis ve
hipoviriilent uygulamalarin yapilacag: alanlar tespit edilmistir. Tespit edilen sahalardan
[zmir’den Nisan 2015, Aydin’dan Mart 2016 aylarn itibariyle drnekler toplanmistir.
Secilen sahalardan Izmir ilinde (Baymdir Orman isletme Miidiirliigii/Beydag Orman
Isletme Sefligi smirlarinda bulunan Comaklar, Erikli, Bicak¢1 ve Tabaklar kdyii) 37,
Aydm ilinde (Sultanhisar ilgesi/ Malgagmustafa koyii) 30 kanserden kabuk ornegi
toplanmistir. Toplanan kabuk oOrnekleri yukarida materyal yontemde belirtildigi gibi
izolasyon islemine tabi tutulmustur. Izmir Beydag Orman Isletme Sefliginden
(Comaklar, Erikli, Bigak¢t ve Tabaklar koyii) alinan 37 kabuk &rneginden 30’unda
Cryphonectria parasitica, 7 tanesinden Diplodina aesculi, Cytospora sp. ve
Aureobasidium sp. Penicillium spp. gibi funguslar tespit edilmistir (Cizelge 4.1 ). Aydin
Sultanhisar’dan (Malgagmustafa koyii) ise 30 kanserli kabuk 6rneginden 24’iinden
Cryphonectria parasitica, 6’sindan ise Paecilomyces sp., Cytospora sp., Penicillium
sp., Curvularia sp. tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Yapilan izolasyonlarda Izmir ve
Aydm illerinde hipoviriilent izolata rastlanmamistir. Tiim izolatlar kiiltirde turuncu

renkte gelisim gostermektedir.

Cizelge 4.1 Kanser 6rneklerinden elde edilen funguslar

Ornek Alinan Il Ornek Cryphonectria parasitica | Farkl gelisen
Sayisi gelisen Ornek sayisi fungus sayisi

Aydin/Sultanhisar 30 24 6

ilgesi

[zmir/Beydag Orman 37 30 7

Isletme Sefligi
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4.2 Kanser Orneklerinden Elde Edilen Cryphonectria parasitica Uyum Tipleri

izolasyon sonucu Izmir’den 30, Aydin’dan 24 Cryphonectria parasitica izolat: elde
edilmistir. Bu izolatlar, vejetatif uyum tiplerinin belirlenmesi i¢in yontem kisminda
belirtildigi sekilde, Avrupa uyum tipleri ile eslestirilmistir. ilk olarak, iilkemizde en
yaygin oldugu daha oOnceki c¢aligmalarda bildirilmis olan Eu-1 ve Eu-12 ile
eslestirilmistir. Izolatlarin aralarmnda olusturdugu baraj zonlarma gére, uyum tespiti
yapilmustir. Izmir ili izolatlarimin 30 tanesinde 11°i Eu-1, 19°u Eu-12 uyum tipinde
Aydin’ da ise 24 izolatin 9’u Eu-1 ve 15 tanesi Eu-12 uyum tipine girmistir (Cizelge
4.2).

Cizelge 4.2 Kanser 6rneklerinden elde edilen Cryphonectria parasitica uyum tipleri

Cryphonectria Elde edilen
w parasitica izolatlarin
Aydin/ Izmir ili Yore adi -
tespit edilen Avrupa uyum
Kestane sahalar: -
kabuk 6rnegi tipl
say1s1
Eu-1 Eu-12
Aydin Malga¢cmustafa 24 9 15
koyti
Sultanhisar 7
[zmir-Beydag Comaklar,Tabaklar, 30 11 19
Erikli ve Bicake1
koyt
TOPLAM 54 20 34
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Calismada elde edilen her iki uyum tipinden viriilent bir izolata (A-5, iz-2 (EU-1)) ve
(iz-11, A- 7 (EU-12)) daha &nce bir proje kapsaminda Karadeniz bélgesinden elde
edilmis Eu-1 uyum tipinden, Swiss Federal Institute for Forest, Snow and Landscape
Research WSL’den elde edilen Eu-12 uyum tipine ait izolatlar eslestirilerek, viriis
aktarimi yore izolatlara yapilmistir. Hipoviriilent uygulamalarinda, uyum tipine gore

bu viriislii izolatlar kullanilmistir.

4.3 Izmir ilinde Yapilan Hipoviriilent Uygulama Sonuclar:

[zmir (Baymndir Orman Isletme Miidiirliigii/ Beydag Orman Isletme Sefligi) ilinde,
uyum grubu tespit edilen 24 kanserin etrafinda mantar delici ile delikler agilmis ve
olusan cukurlara macun haline getirilmis hipoviriilent izolat ydntem kisminda
bahsedildigi sekilde uygulanmistir. Uygulama sonuglari kallus olusumu, kanserin

iyilesmesi ve kanserin durdurulmasi seklinde degerlendirilmistir (Cizelge 4.3).

Izmir ilinde (Bayindir Orman isletme Miidiirliigii/ Beydag Orman Isletme Sefligi)
hipoviriilent uygulamalar1 sonucunda kanserlerde kallus olusumu, iyilesme ve kanser
ilerlemesinin durdugu gézlenmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2). Kontrol olarak birakilan alti
ornekte uygulama yapilmadan birakildig1 i¢in kestane lreticileri tarafindan kanserli
kisim kazinarak temizlenmis ve bu temizlenen kisimlarin etrafindan kanser ilerlemeleri

gozlemlenmistir.
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Cizelge 4.3 Izmir ili /Beydag Orman Isletme Sefligi simirlarinda yapilan cukurlara hipoviriilent
macun uygulamasi sonuclari

Izolat Uygulamanin degerlendirme tarihleri
no
Kasim, 2016 Ekim, 2017
Kallus Kanserlerin durumu Kallus Kanserlerin durumu
Var | Yok Var | Yok

Iz-1 X Kanser agaci ¢evrelemis | X Kanserde kallus
bIIYlIk bir kanserdir. Olusmus ve kanser
Uygulama noktasinda iyilesmigtir.
bazi yerlerde
kanserlerde ilerleme
goriilmiistiir. Ancak
ilerleme yavaslamig ve
kanser etrafinda kallus
olusumu baglamustir.

[z-2 X Kanserde kallus X Kanserde kallus
olugsmus, kanser ilermesi olugmus ve kanser
durmustur iyilesmistir.

iz-3 X Kanserde kallus X Kanserde kallus
olusmus, kanser ilermesi olugmus ve kanser
durmustur iyilesmigtir.

iz-4 X Kanser geng bir X Kanserde kallus
agactadir. Kanserde olusmus ve kanser
kallus olugsmus, kanser iyilesmigtir.
ilermesi durmustur

iz-5 X Uygulama noktasinin X Kanserde kallus
tist kisminda kanserde olugmu
ilerleme goriilmiistiir. gOrilmistiir.
Ancak ilerleme
yavaglamis ve kanser
etrafinda kallus olusumu
baglamstir.

iz-6 X Kanser geng bir X Kanserde kallus
agactadir. Kanserde olusmus ve kanser
kallus olugsmustur ancak iyilesmigtir.
kanserin orta
kazinmigtir.

iz-7 X Kanser geng bir X Kanserde kallus
agactadir. Kanserde olusmus ve kanser
kallus olugsmustur iyilesmistir.

iz-8 X Kanserde kallus X Kanserde kallus
olusmustur. olusmus ve kanser

iyilesmigtir.
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Cizelge 4.3 Izmir ili /Beydag Orman Isletme Sefligi sinirlarinda yapilan ¢ukurlara hipoviriilent
macun uygulamasi sonuglart (devami)

Izolat no Uygulamanin degerlendirme tarihleri
Kasim, 2016 Ekim, 2017
Kallus Kanserlerin durumu Kallus Kanserlerin durumu
Var | Yok Var | Yok

iz-9 X Kanserde kallus X Kanserde kallus
olusmustur. olusmus ve kanser

iyilesmistir.

iz-10 X Kanserde kallus X Kanserde kallus
olusmustur olusmus ve kanser

iyilesmisgtir.

Iz-11 X Kanserde kallus X Kanserde kallus
olusmustur. Bocek olusmus ve kanser
larvalarina iyilesmistir.
rastlanmustir.

z-12 X Kanser geng bir X Kanserde kallus
agactadir. Kanserde olusmus ve kanser
kallus olusmustur iyilesmistir. Agacin

ust kismindaki
kanserlerde

iyilesmeler
gdzlenmisgtir.
1z-13 X Kanserde kallus X Kanser iyilesmistir.
olusmustur.
iz-14 X Kanserde kallus X Kanserde kallus
olugmustur. olugmus ve kanser
lyilesmigtir.
z-15 X Kanserde kallus X Kanser iyilegmistir.
olugmustur
iz-16 X Kanser govdede ve X Kanserde kallus
cok biiytiktiir. olusmustur.
Kanserde kallus
olusmustur. Ancak ug
kisimdan ilerlemeler
bulunmaktadir.
1z-17 X Kanser govdede X Kanser iyilesmistir.
bulunmaktadir.
Kanserde kallus
olusmus ve
iyilesmistir.
1z-18 X Kanserde kallus X Kanser iyilesmistir.
olusmus ve
iyilesmistir.
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Cizelge 4.3 Izmir ili /Beydag Orman isletme Sefligi simirlarinda yapilan cukurlara hipoviriilent
macun uygulamasi sonuglart (devami)

Izolat Uygulamanin degerlendirme tarihleri
no

Kasim, 2016 Ekim, 2017

Kallus Kanserlerin durumu Kallus Kanserlerin durumu
Var | Yok Var | Yok
1z-19 | x Kanserde kallus X Kanser iyilesmistir.
olusmus ve
iyilesmistir.
1z-20 | x Kanserde kallus X Kanser iyilesmistir.
olusmus ve
iyilesmigtir.
1z-21 | x Kanser geng bir agacta | X Kanser iyilesmistir.
ve kii¢iik bir kanserdir.
Kanserde kallus
olusmustur
1z-22 X Kanserde kallus X Kanser iyilesmistir.
olugmus ve iyilesmistir
1z-23 | x Kanser govdede ve X Kanser iyilesmistir.
cok biiytiktir.
Kanserde kallus
olusmustur.
1z-24 | x Kanserde kallus X Kanserde kallus
olusmustur. Ancak olugmustur.
bazi yerlerde
ilerlemeler
bulunmaktadir.
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Sekil 4.1 Izmir ili Tabaklar kdyiinde kabuk diski acilarak hipoviriilent macun
uygulamast Oncesi aktif kanserin (a) gOrliniimii ve hipoviriilent
uygulamadan bir yil sonraki kanserin iyilesmeye baslayan hali (b) ve
Comaklar koyiinde 2 yil sonraki tamamen iyilesmis kanserden goriiniim (C)
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Sekil 4.2 izmir ilinde yapilan kabuk diski ile agilan gukurlara macun haline getirilmis
hipoviriilent izolat uygulamas: sonucu kallus olugsmus baz1 kanserlerden
gorinim

34



4.4 Aydin ilinde Yapilan Hipoviriilent Uygulamalarin Sonuclar

Aydin ili Sultanhisar ilgesinde, segilen kestane bahgesinde birinci uygulama; 6 kansere
macun seklinde hazirlanan hipoviriilent izolat, kanser etrafinda acgilan c¢ukurlara
uygulanmistir. Uygulamalar sonunda 3. ve 6. aylarda kallus olusumlar1 kontrol edilmis
ve agaglarda kallus olusumlart (2 kanserde baslamamis) ve kanser ilerlemesinin
durdugu goézlemlenmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.3). Uygulamalarin basarili olmast,
kanserlerin iyilesmesi nedeniyle 9. ayda kanserler tekrar kontrol edilmemistir. Ancak,
bahce sahibi ve Orman Bolge Midirliigii personelinden alinan bilgiye gore bazi

kanserlerin tamamen iyilestigi ve bazi kanserlerin ilerledigi belirtilmistir.

Ikinci uygulamada ise; civili bir diizenek ile yaralanan kanserlere seyreltilmis
hipoviriilent macun firga ile uygulanmistir. Bu sekilde 6 kansere uygulama yapilmis ve
degerlendirmeler yukarida bahsedildigi gibi yapilmistir. Kanserlerde kallus olusumlari
goriilmiis, kanserde ilerlemelerin durdugu ve kanserlerin iyilestigi gézlenmistir (Cizelge
4.5, Sekil 4.4). Ugiincii uygulamada ise; yaralanmamis 6 kansere seyreltilmis
hipoviriilent macun firga ile uygulanmistir. Yukarida anlatildigi gibi degerlendirmeler
yapilmistir. Degerlendirmede, ilk kontrollerde kallus olusumlari gézlemlenirken bazi
yerlerde ise kanser ilerlemeleri gozlemlenmistir. Ilerlemenin oldugu kanserlerin daha
sonraki gozlemlerinde, kanserlerin durakladigi, iyilestigi gézlemlenmistir (Cizelge 4.6,
Sekil 4.5). Kontrol olarak birakilan alti 6rnegin, uygulama yapilmadan birakildigi icin
kestane treticileri tarafindan kanserli kistm kazinarak temizlendigi gdzlemlenmistir.
Hipoviriilent uygulamalarin yapildig1 alanlarda ve uygulama yapilan kanserlerde yogun
olarak kizil kurt zarar1 gézlemlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.3 Kabuk diski ile agilan ¢ukurlara macun haline getirilmis hipoviriilent izolat
uygulamasi (a) ve uygulama sonucu kallus olusumu (b)

Sekil 4.4 Civili diizenek ile yaralanmis ve sivilagtirilmis hipoviriilent macunu
uygulanmis kanserlerde kallus olusumu
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Sekil 4.5 Civili diizenekle yaralanmamis kanserlere hipoviriilent uygulamasi sonucu
bazi kanserlerde iyilesmenin baglamasi ve kallus olusumlari

Sekil 4.6 Hipoviriilent uygulama yapilmis kanserlerde kizil kurt (Cossus cossus)zarari
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Cizelge 4.4

Aydin ili Sultanhisar ilgesi smirlarinda yapilan ¢ukurlara hipoviriilent macun
uygulamasi sonuglari

zolat Kasim, 2016 Ekim, 2017
no Kallus Kanserlerin durumu Kallus Kanserlerin durumu
Olusumu olusumu
Var | Yok Var | Yok

Al X Kallus olusmaya X Kanser iyilesmistir. Ancak
baslamis, kanserde kanserin bulundugu dal
kizil kurt ince oldugu i¢in dal
gorilmistiir. kurumustur.

A2 X Kallus olusumu X Kallus olusumu baslamis
goriilmemistir. ancak kanserde kizil kurt

tespit edilmistir.

A3 X Kanserde ilerme X Kallus olusumu baglamus,
var. Kizil kurt ancak kizil kurt zararindan
tespit edilmemistir. dolay1 kanserde ilerleme

gOrilmistiir.

A4 X Kallus olusmaya X Kanser iyilesmistir.
baslamis, kanserde
kizil kurt
gorilmistir.

A5 X Kallus olugmaya X Kanser iyilesmistir.
baglamistir.

A6 X Kallus olugmaya X Kanser iyilesmistir.
baglamistir.
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Cizelge 4.5

Aydin ili Sultanhisar ilgesi sinirlarinda yapilan c¢ivili diizenek ile yaralanan

kanserlere firca ile seyreltilmis macun uygulamasi sonuglari

zolat

no

Kasim, 2016

Ekim, 2017

Kallus

Olusumu

Var Yok

Kanserlerin durumu

Kallus

olusumu

Var | Yok

Kanserlerin durumu

Al

Kallus olusmaya
baslamis, kanserde
Kizil kurt

goriilmistiir.

Kanser iyilesmistir.

A2

Kallus olugsmaya
baslamis, kanserde
kizil kurt

gorilmiigtiir.

Kanser iyilesmistir.

A3

Kallus olugsmaya
baslamis, kanserde
kizil kurt

gOriilmiigtiir.

Kanser iyilesmistir.

A4

Kallus olugsmaya
baslamis, kanserde
ilerleme

goriilmiigtiir.

Kanser iyilesmistir.

Kizil kurt goriilmiistiir.

A5

Kallus olusmaya

baslamustir.

Kanser iyilesmistir.

A6

Kallus olugsmaya
baslamis, kanserde
ilerleme

gOriilmiigtiir.

Kanser iyilesmistir.

Kizil kurt goriilmiistiir.
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Cizelge 4.6 Aydin ili Sultanhisar ilgesi sinirlarinda yapilan yaralanmayan kanserlere firga ile

seyreltilmis macun uygulamasi sonuglari

zolat Kasim, 2016 Ekim, 2017
no - -
Kallus Kanserlerin durumu Kallus Kanserlerin durumu
Olusumu olusumu
Var | Yok Var | Yok

Al X Kallus olusmaya X Kanserde kallus
paslam1§, kanserde olusumu var. Cok fazla
ilerleme

ot kizil kurt goriilmiistiir.

gOriilmiigtiir.

A2 X Biiytik bir kanser | X Kanserde kallus
oldugu icin Kallus olusumu
olusmaya S lemlenmisti
baslamamustir. goziemienmistr.

A3 X Kallus olusmaya X Kanserde kallus
‘.baslamls, kanserde olusumu
ilerleme S temlenmisti y
gozlemlenmistir. gozlemlenmistir. Co
Kizil kurt fazla kizil kurt
gOriilmiigtiir. gorilmiistiir.

Ad X Kanser iyilesmeye | X Kanser iyilesmistir.
baslamustir.

A5 X Kanser iyilesmeye | X Kanser iyilesmistir.
baglamustir.

A6 X Kanser 1iyilesmeye | X Kanser iyilesmistir.
baslamustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Kestane kanseri, lilkemizde 1967 yilindan bu yana tiim kestane alanlarinda bulunmakta
ve ciddi kurumalara neden olmaktadir (Coskun et al. 1999, Giirer et al. 2001). Diinyada
kestane kanserine karsi en ¢ok basvurulan yontem biyolojik miicadeledir. Biyolojik
miicadele Diinya’da birgok lilkede basari ile uygulanmakta ve bu hastalifa karst en
etkili yontem olarak karsimiza cikmaktadir. Bu yontemde, fungusun hipoviriilent
strainleri, tedavi edici olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, simdiye kadar
hipoviriilent izolat uygulamasinda kullanilan, kanser etrafina disk agip kiiltiirden alinan
disklerin ya da hazirlanan macunlarin ¢ukurlara yerlestirilmesi yontemlerine gore daha

pratik uygulama metotlar arastirilmistir.

Bu calismada uygulayiciya daha pratik yontemler sunabilmek amaciyla klasik yontemin
disinda, iki farkli yontem de kullanilmistir. Klasik uygulama yontemi hem Aydin
yoresinde hem de Izmir yoresinde secilen bdlgelerde uygulanmigtir. Bu ydntemin
uygulandig1 kanserlerde uygulamadan bir yil sonra kallus olusumu goézlenmistir. Bu
uygulama tarzinda kanserlerin sinirlari belirlendigi ve hipoviriilent macunun disklere

yan yana uygulandig i¢in kanser ilerlemesinin az oldugu goriilmiistiir.

Uygulanan farkli yontemlerden birincisinde, hazirlanan ¢ivili diizenekle, kanserin
etrafina delikler agilarak, hazirlanan seyreltilmis hipoviriilent macun firca yardimiyla
stiriilmiistiir. Bu yontem sonucunda yapilan kontrollerde agaglarin kallus olusturdugu ve
kanser ilerlemesinin ¢ok az oldugu gozlenmistir. Bu uygulama sekli, ¢ukurlara macun
uygulanmasindan daha pratiktir ve genis c¢apta uygulamaya ge¢meden once degisik

ekolojik kosullarda denenmesinde yarar goriilmektedir.

Uygulanan farkli yontemlerden ikincisinde ise, kanser yaralanmadan, hazirlanmis olan
seyreltilmis hipoviriilent macun firca yardimiyla kansere siiriilmiistiir. Kontroller
sonucunda, yaralanmamasma ragmen kanserlerde kallus olusumu gozlenmistir.
Sinirlar1 belirlenmedigi igin bazi uygulama yerlerinde kanserin ilerledigi goriilmiistiir.

Bu ikinci yontem tiim uygulamalarin en kolayidir ve yukarida belirtildigi gibi genis
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alanlarda kullanilmasi i¢in farkli ekolojik kosullarda daha kapsamli olarak denenmesi

gerekmektedir.

[zmir ve Aydin yéresinde kontrol olarak birakilan 6rneklerin uygulama yapilmadan
birakildig1 i¢in kestane iireticileri tarafindan kanserli kisim kazimarak temizlendigi
gozlemlenmis olup kazima yapilmasina ragmen kanserin bazi kisimlarindan ilerledigi
goriilmiistiir. Bu yorelerde kanserli kisimlari kazima islemleri yaygin bir sekilde

yapilmaktadir.

Aydin yoresinde uygulama yapilan agaglarda ¢ok miktarda kizil kurt (Cossus cossus)
zarart gorilmiistiir. Kizil kurt zarar ile agaglarda kallus olusumu yavaglamig ve

kanserlerin iyi ve ¢abuk kapanmalar1 6nlenmistir.

Kizil kurt genellikle agaclarin yaralama yerlerine veya dal gelismeleri nedeniyle olusan
catlaklara yumurta birakmaktadir. Hipoviriilent uygulamalari nedeniyle olusan
yaralanmalar kizil kurdu ¢ekmektedir. Bu nedenle, kizil kurdun yumurtlama
donemlerinde, bu uygulamalarm yapilmamasi gerekmektedir. Ulkemizde yapilan
calismalarda kizil kurdun azami ugus periyodunun Temmuz ve Agustos aylar1 oldugu
belirlenmistir (Kaplan and Turanli 2017). Calismamizda, Aydin ydresi uygulamalarinin
03.06.2016 tarihinde yapilmasi kizil kurt zararimi arttirmigtir. Bu nedenle Ege Bolgesi
hipoviriilent uygulamalarinin daha erken aylarda Nisan sonu Mayis ortalarinda
yapilmast daha uygun olacaktir. Diger yandan daha ge¢ uygulamalar yapilacaksa,

muhakkak uygulama yerlerine bir insektisit veya uzaklastirci kullanilmalidir.

Klasik yontem olarak adlandiran, kanserler etrafina kabuk diski agilarak deliklere
hipoviriilent kiiltiir diski veya macunu yerlestirilmesi, daha basarili olmasina ragmen,
bilhassa agaclarin yiiksek kisimlarinda yer alan kanserlere ve biiyiik kanserlere
uygulanmas1 giictiir. Bu gibi yerlerde, bu calismada denenen daha pratik uygulama
yontemi olarak ¢ivili diizenekle yaralanan kanserlere sivilastirilmis hipoviriilent
macunun firga ile uygulanmasi iyi sonuglar verdigi igin pratikte bu uygulama

Onerilebilir.  Nitekim, uygulama yapilan Kkestane bahgesinin sahibi  Pervil
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KARAOGLU’ndan 21.06.2018 tarihli alinan bilgilere gére bu uygulama ydnteminin
daha bagarili oldugu ifade edilmistir. Hipoviriilent uygulamalarda degisik uygulama
yontemlerinin arastirilmas1 iilkemizde ilk kez yapilmistir. Ozellikle ¢ivili diizenekle
kanserin etrafina delikler agilarak, hazirlanan seyreltilmis hipoviriilent macunun firga
yardimiyla siirlilmesi yOnteminin Oniimiizdeki donemlerde daha fazla kansere

uygulanmasi planmaktadir.
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