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OZET

iZMiR, MANISA, MUGLA ve DENiZLi iILLERiI’NDE Cryphonectria
parasitica POPULASYONLARININ VEJETATIF UYUM GRUPLARI ve
MATING TiPLER YONUNDEN KARAKTERIZASYONU

Miizeyyen DALDAL

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Omer ERINCIK
2015, 58 sayfa

Bu calismanin amaci; izmir, Denizli, Mugla ve Manisa illerinde Kestane Kanseri
etmeni Cryphonectria parasitica populasyonlarimin vejetatif uyum (vc) gruplari ve
mating tipler yoniinden karakterize edilmesidir. Bu ¢aligmada ilk olarak adi anilan
illerin 6nemli kestane {iireticisi 19 koylinden, kanserli agaclardan doku &rnekleri
alinarak C. parasitica izolatlar1 elde edilmistir. Elde edilen 268 adet izolatin
tiimiiniin vejetatif uyum gruplart Avrupa tester izolatlar ile eslestirmek suretiyle
belirlenmistir. Farkli O6rnekleme lokasyonlarindan temsili olarak segilen 55
izolatinda mating tipleri spesifik primerler kullanilarak multiplex-PCR ile
saptannustir. Calisma sonucunda Izmir ilinde C. parasitica’mn EU-1 (% 31,6),
EU-12 (% 50,4) ve EU-2 (% 18) olmak iizere ii¢ vc grubu bulunurken Manisa ve
Denizlide EU-1 ve EU-12 vc gruplarmin varligi saptanmistir. Ug ilde de hem
MAT-1 hem de MAT-2 izolatlar1 elde edilmistir. Calismadan elde edilen sonuglar,
C. parasitica nin vc gesitliliginin bolgede diisiik oldugunu gostermektedir. Boyle
bir populasyon yapisi, hipoviriilent wrklarla saglanan biyolojik miicadele igin
oldukca uygundur. Ancak her iki eslesme tipinin bolgede varolmasi nedeniyle C.
parasitica ‘nin eseyli tireyebilme olasiligi vardir. Boyle bir durum bolge igin yeni
vc gruplarin ortaya ¢ikarak vc gesitliliginin artmasi riskini yaratmaktadir.

Anahtar sozciikler: Kestane kanseri, Cryphonectria parasitica, vejetatif uyum
gruplari ve mating tipler






ABSTRACT

CHARACTERISATION OF THE POPULATIONS OF Cryphonectria
parasitica IN iZMiR, MANISA, MUGLA AND DENiZLi PROVINCES IN
TERMS OF VEGETATIVE COMPATIBILITY GROUPS AND MATING

TYPES

Miizeyyen DALDAL

Ms.C. Thesis, Department of Animal Sciences
Supervisor: Assist. Dog. Dr. Omer ERINCIK
2015, 58 pages

The purpose of this study, characterization of the population of Cryphonectria
parasitica in the provinces of Izmir, Mugla, Denizli and Manisa in terms of
vegetative compatibility (vc) groups and mating types. In this study, firstly bark
tissue samples taken from blighted trees from 19 important chestnut producer
villages of these provinces in order to obtain C. parasitica isolates. In total, 268
isolates were paired with European tester isolates to determine their vegetative
compatibility group. Selected as representative of each sampling locations, 55
isolates were subjected to mating types determination by multiplex-PCR using
specific primers. According to results, three vc groups, EU-1 (% 31,6), EU-12 (%
50,4) and EU-2 (% 18), were found in Izmir Province. In Manisa and Denizli
Provinces, EU-1 and EU-12 are two vc groups were detected. Both mating types,
MAT-1 and MAT-2, were found in all three provinces. The results of this study
indicated that the vc diversity of C. parasitica is low in the region. This may
provide ideal conditions for hypovirulent related biological control of chestnut
blight. However presence of both mating types in the region creates high
possibility for occurence of sexual reproduction. In this case, there would be high
risk for increase in vc diversity emergence of the new vc groups as a results of
sexual recombination of different vc alleles.

Key words: Chestnut blight, Cryphonectria parasitica, vegetative compatibility
groups, mating type
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ONSOZ

Kestane iiretimi tilkemizin iklim ve toprak 6zellikleri agisindan yetistiriciligi i¢in
uygun olup, énemli bir iiretim potansiyeline sahiptir. Ancak kestane alanlarinda
goriilen Kestane Kanseri iilkemizde kestane firetimini tehdit eden Onemli
hastaliklardan biridir. Bu hastaligin miicadelesi oldukca smirli olup en etkili yol
hipoviriilent 1rklarin kullanildig1 biyolojik miicadeledir. Biyolojik miicadelenin bir
bolgede basarisini etkileyen en 6nemli faktorlerden biri Cryphonectria parasitica’
nin o bolgedeki vc cesitliligidir. Bu nedenle Adnan Menderes Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan desteklenen arastirmamiz Aydin
cevresinde bulunan illerdeki (Izmir, Denizli, Manisa ve Mugla) vc gruplari ve
mating tiplerini tespit ederek biyolojik miicadelenin uygulanabilirligine yonelik
hazirlanmustir.

Caligmalarim siiresince bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim, yaninda
caligmaktan onur duydugum ve ayrica tecriibelerinden yararlanirken gostermis
oldugu hosgdrii ve sabirdan dolayr danisman hocam saymn Dog. Dr Omer
ERINCIK’ e, calismalarimda bana yardimeci olan Zir. Yiik. Miih. Ramazan
OZBAY’ a ve Zir. Miih. Engin MANGIL’ e ve isverenim Arzu ALSAHIN’ e
tesekkiir ederim.

Ayrica egitim hayatim boyunca benden maddi ve manevi desteklerini hig
esirgemeyen annem Ziibeyde DALDAL ve babam Hulusi DALDAL’ a da sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Kestane Fagaceae familyasi, Castanea cinsine ait olup Castanea sativa Mill,
Castanea dentata, Castanea mollissima ve Castanea crenata gibi cesitli tiirleri
bulunmaktadir (Anonim, 2015a.). Bes yiiz yil kadar canliligini siirdiirebilen
kestane agaclari, boylari 30 metreye kadar ulasabilen gorkemli agaglardandir.
Kestane, dogada ormanlik alanlarda kendiliginden yetisebilmesinin yaninda, tarim
alanlarinda kiiltlirii yapilan bir tarim bitkisidir. Kestanenin orijini hakkinda kesin
bir bilgi olmamakla birlikte kestanenin anavataninin Anadolu oldugu ve adini da
bugiinkii adiyla Kastamonu olan Kastanis sehrinden aldigi ileri siiriilmektedir
(Jaynes, 1979; Soylu, 1984).

Meyve veren bir orman agaci olarak kestane, yaban hayatta bir¢ok hayvan tiiriine
besin saglamas: nedeniyle ekolojik hayatin énemli bir parcasidir. Insan hayatinda
da gerek meyvesi gerekse de kerestesi ile onemli bir yer tutmaktadir. Meyvesi
dogrudan tiiketilebildigi gibi regel, un ve sekerleme yapiminda kullanilmaktadir.
Kerestesi mobilyacilikta, ev yapiminda, yapi islerinde, demiryolu raylarinin
désenmesinde, gemi yapiminda ve elektrik diregi olarak kullanilmaktadir. Yaprak
ve ciceklerinden ilag ve kozmetik sanayinde faydalanilirken geng siirglinlerinden
ise sepet ve kiife yapilmaktadir. Ayrica igeriginde bulunan tanin, boya maddesi
olarak deri sanayinin 6nemli hammaddelerinden biridir (Anonim, 2015b.).

Yenebilir nitelikteki kestane basta nisasta ve cesitli sekerler olmak tizere lifli
maddeler, protein, c¢esitli mineral maddeler, B1, B2 ve C vitaminlerini
icermektedir. Ayrica diisiik oranda yag ihtiva etmesine karsilik, yag asitlerinden
linoleik ve linolenik asitleri yoniinden zengindir. Bu iki yag asidi, yetiskinlerde
kalp hastaliklarinin 6nlenmesinde ve c¢ocuklarda retinanin gelismesinde etkili
olmaktadir. Ayrica kestane igeriginde bulunan nisasta, sakkaroz, protein ve tanen
gelisme ¢agindaki ¢ocuklar igin de ¢ok yararli bir gidadir (Anonim, 2015b.).



Cizelge 1.1. Kestanenin (yenebilir kismi) besin 6geleri (Anonim, 2015b.)

Besin ogeleri 100 g kestane meyvesinde
Kalori (kcal) 160

Karbonhidrat 344

Seker 9,69

Protein 3,29

Yag 184

Potasyum 500 mg

Magnezyum 35 mg

Sodyum 160

Ulkemiz iklim ve toprak ozellikleri yoniinden kestane yetistiriciligi i¢in uygun
olup, 6nemli bir iiretim potansiyeline sahiptir. FAO nun 2013 yil1 veriklerine gore
Tiirkiye, kestane iiretiminde Cin ve Kore’den sonra 3. sirada yer almaktadir.
Diinya’da kestane iiretiminin durumuna bakildiginda 1.650.000 ton’ luk {iretimiyle
Cin 1. sirada, 79.902 tonluk tiretimi ile Kore 2. sirada, 60.019 tonluk iiretimi ile ise
Tiirkiye 3. sirada yer almaktadir. Bunlari takiben 4. sirada Italya ve 5. Sirada
Yunanistan gelmektedir (FAO, 2013).

Cizelge 1.2. Onemli kestane iireticisi iilkelerin 2013 yil1 kestane iiretim miktarlar1.

(FAO, 2013)
Ulkeler Uretim/Ton
Cin 1.650.000
Kore 79.902
Tiirkiye 60.019
Italya 49.459
Yunanistan 29.900
Portekiz 24.700
Ispanya 17.200

Diinya 2.009.487




Kestane, lilkemizde yaygin olarak Karadeniz Bolgesi, Marmara Denizi ¢evresi ile
Bati Anadolu’dan Antalya’ya kadar olan alanlarda yetismektedir (Soylu, 1997).
Karadeniz Bolgesinde daha ¢ok bir orman agaci olarak kiyilar boyunca dogal
olarak yayilim gostermektedir. Ege ve Marmara Bolgelerinde ise meyvesi
nedeniyle bir tarim {iriinii olarak kiiltiire alinmig formlari tarim arazilerinde
yetistirilmektedir. 2014 yili TUIK verilerine gore iilkemizde Ege Bolgesinin
kestane meyvesi iiretim pay1 %59 olup iiretim miktar1 36.803 ton dolayindadir.

Cizelge 1.3. Tirkiye’de cografik bolgelere gore 2014 yili kestane iiretim miktarlari
(TUIK, 2014)

Bolgeler Uretim/Ton

Ege 36.803
Bat1 Karadeniz 19.245
Dogu Karadeniz 1.462
Dogu Marmara 3.905
Bati Marmara 2.195
Akdeniz 88
Ortadogu Anadolu 14
Tiirkiye 60.019

Ege Bolgesinde 20.989 ton’ luk kestane iiretimi ile Aydin birinci sirada, 10.176
tonluk {iretimiyle Izmir ikinci sirada, 2.493 tonluk iiretimi ile ise Manisa {igiincii
sirada yer almaktadir. Bu illere takiben Afyon 2 ton, Denizli 1.888 ton ve
Kiitahya’nin da 1.168 ton iiretim yaptig1 2014 TUIK verilerince bildirilmistir.



Cizelge 1.4. Ege Bolgesi’ ndeki kestane iiretim durumu (TUIK, 2014)

Iller Uretim/Ton %
[zmir 10.176 17
Aydin 20.989 33
Denizli 1.888 3

Manisa 2.493 3

Afyon 2 3

Kiitahya 1.168 1.6
Tirkiye 60.019

Istilaci bir orman agaci olma &zelligi nedeniyle ge¢miste milyonlarca hektar
yayilig alani ile diinya {izerinde en yaygin bulunan agaglar i¢inde yer alan kestane
20. yiizyilin baglarindan itibaren kestane kanseri hastaligi nedeniyle bu 6zelligini
yitirmeye baglamigtir. Cryphonectria parasitica (Murrill) Barr adli bir fungal
etmenin neden oldugu Asya kokenli oldugu diisiiniilen bu hastalik; ilk kez 1904
yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nin New York Eyaletinde bir hayvanat
bahgesinde Amerikan kestanesi agaci tizerinde saptanmigtir (Merkel, 1905’e atfen
Anagnostakis, 2001). Hastalik kisa siirede ABD’de diger eyaletlere sigrayarak
takip eden 40 yil igerisinde 3-4 milyardan fazla kestane agacinin 6liimiine neden
olmustur (Hepting, 1974).

Etmen Avrupa’ da ilk kez Biraghi tarafindan 1938 yilinda italya’da Genova
yakinlarinda Avrupa kestanesi (C. sativa) lizerinde rapor edilmistir (Biraghi A,
1950). Bunu takip eden yillarda hastalik italya’ya komsu olan iilkelerde de
goriilmiistiir. 1947 yilinda Ispanya’ da, 1948 yilinda isvicre’de, 1950 yilinda
Slovenya’ da, 1955 yilinda Hirvatistan’ da ve 1956 yilinda Fransa’ da rapor
edilmistir. Daha sonraki yillarda hastalik Balkan ve Dogu Avrupa iilkelerine
sigrayarak yayilmaya devam etmistir. 1961 yilinda Bosna-Hersek’te, 1963 yilinda
Yunanistan’da, 1967 yilinda Arnavutluk’ta, 1968 yilinda Tiirkiye’de, 1969 yilinda
Macaristan’da, 1970 yilinda Avusturya’da, 1974 yilinda Makedonya’da, 1976
yilinda Slovakya’da ve 1984 yilinda Romanya’da bildirilmistir (Robin ve
Heiniger, 2001).



Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma Organizasyonu (EPPO)’ nun kayitlarina gére
giiniimiizde kestane kanseri Asya, Avrupa, Afrika ve Kuzey Amerika kitasinda
olmak tizere bir¢ok iilkede gozlenmistir. Asya kitasinda Cin, Giircistan, Hindistan,
Japonya, Giiney Kore, Kuzey Kore, Tayvan’ da, Avrupa kitasinda Avusturya,
Belgika, Bosna-Hersek, Fransa, Almanya, Yunanistan, Macaristan, Italya,
Makedonya, Polonya, Rusya (Karadeniz kiyilari), Slovakya, Slovenya, Ispanya,
Isvigre, Tiirkiye, Ukrayna ve Yugoslavya’da, Afrika kitasinda Tunus’da, Kuzey
Amerika kitasinda Kanada ve Amerika Birlesik Devletleri’'nde varligi tesbit
edilmistir (EPPO, 2005)

Tiirkiye’ de ilk kez 1967° de Marmara Bolgesi’ nde ortaya ¢ikmistir (Akdogan ve
Erkman, 1968). Buna takiben 1967’ de Bursa’ da  (Akdogan ve Erkman, 1968),
1975 Istanbul, Kocaeli, Sakarya ve Bolu olmak iizere Karadeniz Bélgesi kestane
alanlarinda yayilarak ¢ok sayida agacin 6liimiine neden olmustur (Delen, 1975).
1994 yilinda Balikesir, Zonguldak, Kastamonu, Sinop (Coskun ve Kural, 1994),
1999 yilinda Giresun, Rize (Coskun vd., 1999), 2000 yilinda Canakkale, Manisa,
Izmir ve Kiitahya illeri kestaneliklerinde yayildig1 gdzlenmistir (Celiker, 2000).

Hastaligin iilkemizde kestanenin en fazla iiretim yapildigt Aydin Daglara ne
zaman girdigi tam olarak bilinmese de; 2001 yilinda daglarin kuzey tarafinda
Izmir’in Beydag ilgesinde ilk kez rapor edilmis (Celiker ve Onogur, 2001), 2003
yilinda yapilan ¢alismada ise daglarin giiney tarafinda (Aydin) 32 kestane {iireticisi
koylin 22 sinin kestane kanseri ile bulagik oldugu saptanmistir. Bazi kdylerde hali
hazirda yogun kurumalarin varligi tespit edilmistir (Erincik vd., 2003).

Bulundugu her iilkede 6nemli oranda tahribatlara yol acan etmenin miicadelesinde
ic ve dis karantina Onlemleri ve kiiltiirel uygulamalar sinirli bir kontrol
saglamaktadir. Hastaliin pratige aktarilmis etkili bir kimyasal savasimi
bulunmamaktadir (Anonim, 2008). Avrupa iilkelerinde ise hipovirulent C.
parasitica wrklar1 kullanildigi biyolojik miicadele ile hastalik basarili bir sekilde
kontrol edilmektedir (Heiniger ve Rigling 1994). Hipoviriilent 1rklar
sitoplazmasinda bulunan dsRNA viriisleri nedeniyle agaglarda sadece yiizeysel
kanserlere neden olmakta ve Oliimciil kanserler meydana getirememektedirler
(Anagnostakis ve Janes 1973). DsRNA viriisleri vejetatif yonden uyumlu bireyler
arasinda meydana gelen anastomosis ile bir hiften digerine gecebilmekte, dliimciil
kanser  yapan  virilent  bireye  bulastiginda  onu  hipoviriilente
doniistiirebilmektedirler. Pratikte hipoviriilent 1rklarin  dogrudan viriilent



kanserlere uygulanmasi ile O&liimciil kanserlerin  hipoviriilent kanserlere
dontstiiriilmesi biyolojik miicadelenin esasini olugturmaktadir.

Biyolojik miicadelede basarty1 etkileyen en oOnemli faktoriin C. parasitica
poplilasyonlarindaki ‘vejetatif uyum tipi cesitliligi’’ oldugu oOne siiriilmektedir
(Heiniger ve Rigling 1994). Hypoviriislerin bir bireyden digerine gegisini saglayan
anastomozis sadece birbiriyle vejetatif olarak uyumlu iki birey arasinda
gerceklesmektedir (Anagnostakis, 1977). C. parasitica da bireyler arasinda
vejetatif uyusmazlik olusturarak farkli vc tiplerinin ortaya ¢ikmasina neden olan
vic genleri bulunmaktadir (Anagnostakis, 1982; Cortesi ve Milgroom, 1998).
Gegmiste C. parasitica nin Avrupa’da tanimlanmis 64 farkli ve grubunun oldugu
bildirilirken bugiin bunlarin disinda yeni vc gruplarin varligi da tanilanmustir. Bir
bolgede vc grup cesitliligi yiiksek ise biyolojik miicadelenin uygulanabilirligi ve
basarili olma olasilig1 diisiik iken vc grubu cesitliliginin diisiik oldugu yerlerde
daha kolay uygulanabilindigi ve basarili sonuglar alindigi goriilmistiir. Nitekim
vc tip ¢esitliliginin diisiik oldugu Avrupa iilkelerinde biyolojik miicadele basarili
bulunurken vc tip cesitliliginin yliksek oldugu ABD gibi iilkelerde basarili
sonuclar alinamamistir.  Bu nedenle birgok iilkede biyolojik miicadelenin
basarisint 6nceden tahmin etmek amaciyla C. parasitica’nin vc tipleri ve dagilimi
lizerine ¢ok sayida ¢alisma yiiritilmiistiir.

Eseyli tireme C. parasitica’da vc gesitliliginin artmasina neden olan en 6nemli
faktorlerden biridir (Cortesi ve Milgroom, 1998; Cortesi vd., 2001). Eseyli lireme
farkli ve tiplere sahip bireyler arasinda gergeklestiginde her iki ebeveynden gelen
vic genlerin rekombinasyonu yeni vc tiplerin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir.
Kuzey Amerika’da ve Avrupa’da etmenin peritesyumlarinin bulundugu {iilkelerde
ve tip ¢esitliliginin yliksek oldugu bildirilmektedir (Milgroom ve Cortesi, 1999).

C. parasitica heterotallik bir fungus olup, heterokaryon bireyler harig, tek bir C.
parasitica izolat1 kendi kendine eseyli ircyememektedir (Milgroom, 1995; Marra
ve Migroom, 2001). Bdyle bireylerde eseyli liremenin olabilmesi i¢in esey
yoniinden uyumlu iki izolatin bir araya gelerek ciftlesmeleri gerekmektedir.

C. parasitica’ da eseyli iireme sistemi tek bir esey geninin farkli iki alleli (MAT-1
ve MAT-2) tarafindan yonetilmektedir (Marra ve Milgroom, 2001). iki C.
parasitica izolatinin arasinda esey uyumu olabilmesi i¢in biri MAT-1 alleline sahip
iken digerinin MAT-2 allelini tasimas1 gerekir. Bir bolgede C. parasitica’nin



eseyli lireme durumunun belirlenmesinde eslesme tipi olarak ta adlandirilan
mating tiplerinin dagiliminin ortaya konmasi gerekir (Heiginer ve Rigling, 1994;
Robin ve Heiniger, 2001; Milgroom ve Cortesi, 2004).

Bugiine kadar, kestane liretimi agisindan énemli kestaneliklerin bulundugu Aydin
ilinin Kosk, Sultanhisar, Nazilli ilgelerinde, izmir ilinin Beydag ve Odemis
ilcelerinde C. parasitica populasyonlari vc tipler ve mating tipler yoniinden
kapsamli bir sekilde incelenmistir (Erincik, 2006; Erincik vd., 2008; Erincik vd.,
2011). Ancak bunun disinda kalan Ege Bolgesinin Aydina komsu olan illerinde C.
parasitica’ nin vc tipler ve eslesme tipleri yoniinden populasyon yapisi pek
bilinmemektedir. Oysa bu alanlarda bulunabilecek farkli populasyonlar yeni vc
tiplerin ortaya ¢ikmasina ve bolgede yayilmasina neden olabilir. C. parastica’nin
Aydin daglarinda varolan EU-1 ve EU-12 vc tiplerinin aralarinda gergeklestirecegi
eseyli ireme sonucunda olusabilecek rekombinasyon ile en az 14 farkli vc tipi
ortaya ciktig1 bilinmektedir. Etmenin populasyon yapisinin vc tipler ile eslesme
tipleri yoniinden bilinmesi gelecekte bolgede uygulanmasi planlanan biyolojik
miicadelenin basarisi i¢in 6nem tasimaktadir. Bu nedenle; bu ¢alismanin amaci
Izmir, Mugla, Denizli ve Manisa’ da kestane alanlarina gidilerek kestane kanseri
belirtisi gosteren agaglardan Ornekler alinarak, bu orneklerden elde edilen C.
parasitica izolatlar1 elde edilip, bu izolatlarin vc gruplari ve mating tiplerinin
belirlenmesidir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Genel Tamitim

Kestane agacinin toprak iistii organlari olan siirgiin, dal ve gévdesinde olusturdugu
tipik kanserle taninan hastalik enfekteli alanlarda ¢ok belirgin olmamakla birlikte
geng siirglinlerde zeytini yesil olan kabuk rengi zamanla parlak kizil kahverengiye
doniiserek dikkat ¢ekmektedir. Daha sonra bu kisimlarda ¢okmeler ve kabuk
dokusunda kambiyuma kadar wulasan, dala ve govdeye paralel catlaklar
olugmaktadir. Etmen yavas bir gelisme gosterdiginde hastalikli bolgede kabugun
altinda saglikli yeni dokularin gelisimiyle bu alanlarda siskinlikler ve ilerleyen
zamanlarda kabugun iist yiizeyinde catlamalar olusmaktadir (Gravatt, 1949;
EPPO, 2005). Ayrica etmenin konukcu bitki T{izerinde olusturdugu gozle
goriilebilen gelismeler ve yapilar hastaligin taninmasinda etkili olmaktadir.
Bunlardan en belirgin olan1 kanserli dokular iizerinde olusan sari-turuncu veya
kirmizimsi renkte ve toplu igne basi biiyiikliigiinde stromalardir ( Murrill, 1906’ya
atfen Rittenour, 2005) (Sekil 2.1.a). Stromalar igersinde nemli kosullarda
milyonlarca konidinin bulundugu turuncu-sar1 renkte kivrik siruslar geligmektedir
(EPPO, 2005). Gozle goriilebilen bir diger tipik belirtisi ise odun dokusu ile kabuk
dokusu arasindaki miselyal gelisimlerdir (Sekil 2.1.b). (Heiniger ve Rigling,
1994).

Kanser ilerleyen asamalarda dal ve gévdeyi tamamen sararak bu bélgeyi kurutur.
Kanserli dallardaki yapraklarda solgunluk ve kahverengilesmeler goézlenerek
yapraklar dal tizerinde asili halde kalirlar (Roane vd., 1986) (Sekil 2.2). Hastaligin
goriildiigli agaglarin cogunda saglikli kisimlarinda yeni siirgiin gelisimleri dikkat
cekmektedir (Heiniger ve Rigling, 1994; Anagnostakis, 1997)



Sekil 2.1.a) Cryphonectria parasitica’nin sari-turuncu renkli stromalari
b) Cryphonectria parasitica’nin kabuk dokusu arasindaki miselyal
gelisimi

Sekil 2.2. Kanserli dal iizerinde gézlenen solgunluk ve kurumalar
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Murrill’in (1906) Diaporthe parasitica Murrill olarak adlandirdigi kestane kanseri
etmeni, 1912°de Anderson and Anderson tarafindan Endothia cinsine transfer
edilerek Endothia parasitica (Murr.) And. ve And. olarak adlandirilmustir.
Taksonomik olarak yer aldigi Diaporthales takimimin tekrar degerlendirilmesi
sonucu etmenin cinsi Cryphonectria olarak degistirilmistir (Barr, 1978 e atfen
Rittenour, 2005).

Ascomycota subesinin, Pyrenomycetes sinifina ait, Diaporthales takiminin
Valsaceae familyasinda yer alan kestane kanseri etmenini Cryphonectria
parasitica (Murr.) Barr’in (Agrios, 1997) morfolojik 6zellikleri ve tireme sekilleri
asagida verilmistir.

C. parasitica laboratuvar kosullarinda yapay besi ortaminda gelistirildiginde
miselyumunun renginin gen¢ donemde beyaz, daha sonra agik-sar1 ve sari-turuncu
daha ileriki donemlerde kirmizi-turuncu ya da bordo-mor’a doniistiigii rapor
edilmistir (Ellis ve Ellis,1985).

Etmenin dogal ortamdaki morfolojisine bakildiginda, enfekte ettigi agaclarin
kabuk dokular1 iizerinde sar1 ile turuncu arasinda degisen 0,5-4 mm capinda ve 2,5
mm yiiksekliginde stromalarin yer aldig1 ve bu stromalar icerisinde piknidiumlarin
gelistigi bildirilmistir (Anagnostakis ve Kranz,1987; Milgroom, 1995). Her bir
piknidium igerisinde de konidioforlar iizerinde; oval, ¢ubuksu bazende kivrik
sekilli, saydam ve bolmesiz konidiler olusmaktadir (Ellis ve Ellis,1985).
Olgunlagsmig bu konidiler nemli kosullarda piknidiumlardan disariya ¢ikarak
yagmur damlalariyla riizgarinda etkisiyle hastaligin kisa mesafelerde dagilmasina
neden olur (Fulbright, 1999). Bunun yaninda C. parasitica da heterothallik bir
eseyli tireme de goriilmektedir. MAT-1 ve MAT-2 genlerini tagiyan konidilerle
hiflerin birlesmesiyle stromalar iginde peritesyumlar olusmakta ve her bir
peritesyum igerisinde iki sira halinde ortalama 8 adet askospor, bu askosporlar
igerisinde de 32-55 X 7-8,5 um boyutlarindaki askuslar yer almaktadir (Mara ve
Milgroom, 1999; Fulbright, 1999). Peritesyum igerisinde bulunan askosporlar
basincin etkisiyle disar1 atilip hava akimlarina karisarak hastaligin uzak mesafelere

yayilmasinda etkili olmaktadir. (Milgroom, 1997; Guerin vd.,1999).
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Kestane agacinin dal, siirgiin ve govdesinde dogal veya mekanik yolla agilmis
catlaklar ve yaralardan giris yaparak hastalia neden olan etmen, toprak alti
organlarinda ve meyvesinde enfeksiyona neden olmadigi bildirilmistir
(Anagnostakis ve Kranz, 1987; Heinigier ve Rigling, 1994; Fulbright, 1999).
Etmen kanserli bolgelerdeki kabuk dokusu igerisinde miselyum olarak yaklasik 10
ay kadar canliligini koruyabilmekte yada kosullara bagli olarak bu kanserli
dokular {iizerindeki stromalar icerisinde piknidium veya peritesyum olarak
kislayabilmektedir (Hepting, 1974, Guerin vd., 1999). Dogal kosullarda askospor
cikismmin Mart- Ekim aylar arasinda gozlendigi ancak en fazla Mayis ayinda
oldugu gozlenmis ve hastaligin gelisimine bakildiginda kis aylarinda yavasladigi
ya da durdugu gozlenirken sicak ve kurak yaz aylarinda hizli bir sekilde
gerceklestigi bildirilmistir (Guerin ve Robin, 2003). Hastaliga neden olan askospor
ve konidiler hava akimlar1 ve yagmurun etkisiyle dogrudan yayilabildikleri gibi bu
sporlar ve miseller bocek, kus, hayvan ve kiiltiirel islemler sirasinda kullanilan
alet- ekipmanlar ile temas ederek saglikli agaglara dolayli olarak taginabildikleri
gozlenmistir (Delen, 1975; Sharf ve DePalma, 1981, Fulbright, 1999).

Hastaligin ilk ortaya ¢ikmasindan giiniimiize kadar miicadelesi i¢in bircok yontem
denenmis ancak etkili bir sonu¢ bulunamamistir. Murrill 1906’ da inokulum
kaynaklarinin yok edilebilmesi icin hastalikli dallarin budanmasi, hasta agaglarin
kesilmesi ve yakilmasi gibi kiiltiirel 6nlemleri uygulamalarini 6nermis ancak bu
yontemlerin hastalikla miicadelede tek basma etkili olmadigi goriilmistiir
(Rittenour, 2005). ABD’ de hastaligin yayilmasini énlemek amaciyla 1911 yilinda
hastalikla ilgili karantina yasasi yiiriirliige konmussa da yine kestane kanserinin
yayllmasinin Oniine gecilememistir. Avrupa’da da denemeler yapilmis ancak
basar1 elde edilememesi sonucu bu tiir uygulamalarindan vazgegilmistir (Pavari,
1949). Kestane kanserinin kimyasal yontemlerle kontroliinde sistemik fungisitlerin
gelistirilmesine kadar yapilan ¢aligmalardan olumlu sonuclar elde edilememistir.
Delen 1907 de sistemik fungisitlerden Bavistin (Carbendazim), Benlate
(Benomyl) ve Enovit Siiper (Thiophanatemethyl)’i hastalikli bolgelerde deneyerek
etkili oldugunu saptamigtir. Ancak meyvelerde kalinti miktari, etmenin bu
fungisitlere dayaniklilik kazanma olasilig1 ve hipoviriilent irklara karsi etkileri
belirlenmedigi i¢in uygulanmasi yoniinde tavsiyelerde bulunulmamistir. Delen
1980 yilinda bu ¢aligmasin takip eden arastirmasi sonucu C. paracitica ‘ya karsi

etkili oldugu ortaya konan fungisitlerin siirekli kullanilmasi sonucu in vitro
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kosullarda dayanikliliin meydana geldigini ve bu dayanikliligin kalici oldugunu
ortaya koymustur.

Italya’da kestane alanlarinda yapilan gézlemler sonucu bazi hastalikli agaglarda
iyilesmelerin oldugu saptanmistir. Bunun {izerine iyilesme gozlenen agaglardan
ylizeysel kanserler olusturan viriilensligi diisiikk, beyaz miselyuma sahip C.
parasitica izolatlarinin elde edilmesiyle, kanser hastaliginin biyolojik miicadelesi
ile ilgili ilk adimlar atilmustir (Heiniger ve Rigling, 1994). Jean Grente etmenin
dsRNA ve virlis benzeri partikiiller iceren streynleri hipoviriilent olarak
adlandirmistir. Hipoviriilent irktan viriilent 1irka anastomasis yolu ile sitoplazmik
olarak aktarilan hipoviriilensligin hastalig1 yavaslatarak veya durdurarak kanserli
dokularda iyilesmelerin meydana geldigi gdzlenmis bodylece kestane kanseri
etmeninin  biyolojik  kontroliinde hipoviriilent 1rklardan yararlanilmaya
baglanmistir (Van Alfen vd., 1975; Roanne vd., 1986; Anagnostakis, 1988;
Fulbright vd., 1988; Bisiach vd.,1988; MacDonald ve Fulbright, 1991; Heiniger ve
Rigling, 1994). Hipoviriilensligin yayilabilmesi i¢in anastomasis meydana
gelmelidir ancak anastomosis yalnizca aymi vejetatif uyum (v-C) grubuna ait
bireyler arasinda gergeklesmektedir (Anagnostakis 1977; Milgroom, 1995). Bu
nedenle hipoviriilensligin dogada yayilmasini etkileyen en dnemli faktorlerden biri
vejetatif uyum gruplarinin  gesitliligi olup disik vc grup sayisina ait
popiilasyonlarda hipoviriilenslik daha hizli yayilmakta ve hastalik etmeninin
biyolojik kontroliinde etkili olmaktadir (Anagnostakis vd., 1986; Huber ve
Fulbright 1994; Liu ve Milgroom 1994).

Ulkemizde yapilan calismalarda; Ege, Marmara ve Karadeniz Bolgesi kestane
iiretim alanlarinda vc grubu ¢esitliliginin az oldugu ve izolatlarin Avrupa izolatlar
ile uyumlu oldugu bildirilmistir. Ayrica bu ¢aligmalarda tilkemizin C. parasitica
populasyonu iginde hipoviriilent 1rklarin da bulundugu ortaya konmus (Coskun
vd., 1999; Celiker, 2000; Giirer vd., 2001; Agikgdz ve ark., 2004; Celiker ve
Onogur, 2004) ve 2000 yilinda Celiker tarafindan wklarin C. parasitica ile

miicadelede kullanilmasi iizerine ¢alismalar yapilmustir.

Birgok iilkede biyolojik miicadelenin bagarisini dnceden tahmin etmek amaciyla
C. parasitica’nin vc tipleri ve dagilimu iizerine ¢ok sayida ¢alisma ylritilmiistiir.

Bu ¢alismalardan bazilar1 agsagida sunulmustur.
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2.2.Yurtdisinda Yapilan Calismalar

Anagnostakis (1986), Grente (1981)’e atfen italya ve Fransa’dan elde edilen 148
adet C. parasitica izolatinin 22 farkli vc grubuna ve Bazzigher vd., (1981)’e atfen
Isvigre’den elde edilen 124 izolatin 12 farkli vc grubuna girdigini bildirmistir.

Anagnostakis (1986) ABD’nin Connecticut eyaletinden 165 adet ve karsilastirma
yapmak amaciyla Italya’dan getirdigi 197 adet C. parasitica izolatinin ve grup
cesitliligini ortaya koymustur. Connecticut izolatlar1 i¢erisinde toplam 67 farkli ve
grubu elde etmistir. Birgok grup tek bir izolat ile temsil edilirken sadece 3’iinde 10
dan fazla izolata rastlanmistir. Sonuglar her ii¢ izolattan birinin yeni vc grup olma
olasiliginda oldugunu gdstermistir. Italyan izolatlar1 igerisinde ise 33 farkli vc grup
bulunmus ve her 6 izolattan birinin yeni vc grup olma olasiliginin bulundugu
bildirilmistir. Bu sonuclara gére Connecticut izolatlarmin Italyan izolatlarina gére

vc gruplar yoniinden daha yiiksek gesitlilige sahip oldugu belirtilmistir.

Bissegger vd. (1997) Giiney Isvicre de bulunan Lumino ve Gnosca bélgelerinden
topladiklar1 148 C. parasitica izolatinin 6zelliklerini incelemislerdir. Lumino
Bolgesinde incelenen 86 izolat igerisinde 14, Gnosca da incelenen 62 izolat
icerisinden 16 vc grup saptamuslardir. Isvigre gruplarinda 1, 2, ve 3 iki bolgede de
dominant olarak bulunmustur. Gnosco da MAT-1ve MAT2 orami 1:1 yakin olarak
bulunurken Lumina bélgesinde MAT-1 olduk¢a dominant olarak bulunmustur.
Ayrica 25 izolatin hem MAT-1 hem de MAT-2 6zellik gosterdigi bildirilmistir.

Cortesi vd. (1998) yaptigi bir ¢caligmada 11 italyan altpopulasyonundan 20 vc grup
tester C. parasitica izolat1 ile, 5 Isvicre altpopulasyonundan 26 vc grup tester
izolatinin  karsilagtirmast yapilmistir. Toplamda 31 wvc grup tanilanmistir.
Toplamda 15 vc grup her iki iilkede de yaygin olarak bulunmustur. Bes italyan vc
grubu Isvicre’de, 11 Isvigre vc grubu Italya’da bulunmamistir. EU-2 nin her iki
iilkede de en yaygin grup oldugu tiim Isvigre ve 7 Italyan altpopulasyonlarinda
dominant oldugu belirlenmistir. ~ EU-1 ve EU-5 ¢ogunlukla Kuzey Italya ve
Isvigre’de bulunurken EU-10 ve EU-12 daha ¢ok Giiney Italya’da yaygindir. Vc
grup cesitliligi Kuzey italya ve Isvigre’de, Giiney Italya’ya gore daha yiiksek

olarak bulunmustur.

Milgroom ve Cortesi, 1999 yilinda yaptiklari calismada, Italya’nin Teona (Giiney
Italya) Bolgesinden alinan 194 izolatlar arasinda, 8 vc tipi bulunmus, Bunlar
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sirasiyla; %77,8° 1 EU-12, %18,5” i EU-10, %0,5’ i EU-2, EU-11, EU-14, EU-40
ve %1°’i EU-17 oldugu bildirilmistir. Aymi calismada Amerika Birlesik
Devletlerinin farkli alanlarindan alinan 6rneklerde Bati Virginia’da 59 izolat
arasinda, 22 Avrupa vc tipi ile 3 yeni vc tipi saptanmis ve en ¢ok rastlananlarin
%13,6 ile EU-10, %11,9 ile EU-28 ve %6,8 ile EU-33 oldugu bildirilmistir.
Maryland’ dan alinan 57 izolat arasinda 23 Avrupa vc tipi ve 3 yeni vc tip
bulunmustur. izolatlarin %15’i EU-28, %12,3’ii EU-17 ve % 10,5’i EU-11 olarak
bulunmustur. New York’da ise 60 izolat arasinda 20 Avrupa vc tipi ve bilinmeyen
14 vc tipi bulunmustur. Izolatlardan % 13,3 ile EU-3 ve % 6,7 ile EU-17 dominant

olarak bulunmustur.

Radocz, 1999 yilinda Macaristan’da yaptig1 ¢alismada, 38 C. parasitica izolati
arasinda 13 vc grubu tespit etmistir. Bélgede dominant olarak bulunan EU-13, EU-
6 ve EU-1"in yiizdeleri sirastyla % 28,9, % 21,1 ve % 10,5 olarak bildirilmistir.
Bunlarin disinda; EU-2, EU-3, EU-5, EU-9, EU-11, EU-12, EU-14, EU-16, EU-
21, EU-22 vc gruplarinin iilkede varoldugu saptanmustir.

Robin vd. (2000). tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada 1995 ten 1997 ye kadar
Fransa’min en Onemli Kestane ftretim alanlarindan C. parasitica izolatlar
toplanmis ve bunlarin ve gruplari belirlenmistir. Caligmada kullanilan 1113 izolat
arasinda 30 farkli vc grubunun varligi ortaya konmustur. Bu vc gruplardan 10’u
hi¢bir Avrupa testere ile uyumlu bulunmamistir. Bu durum bilinen alt1 vic
lokusuna ilave olarak bir vic geni veya allelinin olabilecegi gostermistir. Ulkede
EU-2 vc grubu izolatlarin %58’ini olusturarak en dominant grup olarak
bulunmustur. Bunu %14 ile EU-1, %7 ile EU-5 izlemistir.

Hoegger vd. (2000) tarafindan yiiriitiilen bir calismada Isvigre’de dort farkli
bolgeden toplanan 143 C. parasitica izolatinin karakterizasyonu yapilmistir.
Caligma sonrasinda hastaligin gegmisinin en fazla oldugu Claro bolgesinde 9 ve
grubu bulunurken diger yerlerde vc grup sayisi 1 ve 2 arasinda degismistir. Sozii
edilen bolgede EU-2 en fazla rastlanilan vc grup olurken (22 izolat) bunu 9 izolat
ile EU-1 ve 9 izolat ile EU-5 izlemistir. Weggis bdlgesinde ise saptanan iki vc
grubundan biri olan EU-1 en yaygin (22 izolat) grup olurken bunu 6 izolat ile EU-
6 takip etmigtir. Her iki eslesme tipi dort lokasyonda da goriilmiis ancak MAT-
1:MAT-2 oran1 bolgeden bolgeye degismistir. Tim izolatlar igerisinden 116°s1
MAT-1, 42’si MAT-2 ve 13’ii MAT-1/MAT-2 olarak bulunmustur.
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Radocz (2001) tarafindan yapilan bir c¢alismada Macaristan, Romanya ve
Ukrayna’dan toplanan 650 C. parasitica izolatinin viriillenslikleri, vc gruplari, ve
dsRNA igerikleri belirlenmistir. Macaristan’da 18 farkli vc grubu, Romanya ve
Ukrayna’da tek ve grubu elde edilmistir. Dort ve grup EU-1, EU-6, EU-12 ve EU-
13 Macaristan’da dominant olarak bulunmus ve bunlardan EU-6 EU-12 ve EU-
13’{in Macaristan’a ilk giren gruplar olabilecekleri belirtilmistir. Romanya ve
Ukrayna’dan elde edilen tiim izolatlar EU-12 olarak saptanmistir. EU-2, EU-5,
EU-6, EU-12, ve EU-13 grup izolatlarda hipoviriilent izolatlara rastlanmistir.

Trestic vd. 2001 yilinda yapiklart ¢alisma sonucu; Fransa’ da 120 C. parasitica
izolat igerisinde EU-72 (%23), EU-1 ve EU-5 (%12), EU-12, EU-13, EU-17, EU-
22, EU-29 (%10), EU-2 (%8), EU-3 (%7), EU-66 (%5) uyum gruplar
bulunurken 30 tanesinin uyum grubu bulunamamustir. Ispanya izolatlar1 arasinda
(160 izolat) EU-2 (%71), EU-1 (%9), EU-12 (%7), EU-5 (%3) uyum gruplar1 ve
6 bilinmeyen izolatin varlig1 tespit edilmistir. Bosna Hersekten elde edilmis 920
izolat arasinda 29 vc tipi bulunmus, bunlardan EU-12 (% 30), EU-2 (%18), EU-1
(% 17), EU-27 (% 0,3) daha yogun bulunurken, EU-10, EU-15, EU-18, EU-31,
EU-16, EU-23,EU-24, EU-25"¢e daha az rastlanmistir.

Sotirovski vd. 2004 yilinda Makedonya ve Yunanistan’ da yapmis olduklar
calisma Makedonyadan 786 izolat toplanmis, 5 vc tipine rastlanmis ve en yaygin
olaninin % 94 oranla EU-12 oldugu bulunmustur. Diger bulunan vc gruplar ise
EU-1, EU-2, EU-10, EU-22 olmustur. Ayrica mating tipininde bakildigi calismada
173 izolatin MAT-1, 6 izolatin MAT-2 olarak bulundugu bildirilmistir. Yunanistan

da ise 379 izolat alinmis ve 6rneklerin timii EU-12 olarak bulunmustur.

Adamgikova vd.,(2006) Slovakyada dort lokasyondan elde ettigi 215 adet C.
parasitica izolati igerisinde 4 vc grubunun varligim saptamuslardir. Bunlardan
EU-12 toplam izolatin %93 (200 izolat) ‘linli olusturmustur. Geri kalan vc
gruplarindan EU-13 12 adet, EU-8 2 adet ve EU-2 1 adet izolat ile temsil
edilmistir.

Perlerou ve Diamandis, 2006 yilinda yapmis olduklarn calismada ise;
Yunanistan’da 4 uyum grubu saptanmis, bunlardan % 88’ i EU-12, digerleri EU-2,
EU-10, EU-1 olarak belirlenmistir.
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Spica vd. (2006) tarafindan Giiney Italya’min Calabria bdlgesinden 4 farkli
lokasyondan toplanan C. parasitica izolatlariin vc gruplari belirlenmistir.
Caligma sonucunda EU1, EU2, EU10 ve EU12 olmak iizere 4 farkli vc grubu
saptanmistir. Bunlardan EU-2 dort lokasyonda da en dominant vc grup olarak
bulunmustur. Both MAT-1 ve MAT-2 mating tiplerinin 4 altpopulasyonda da
karisik olarak bulunduklari belirlenmistir. iki lokasyonda MAT-1 ve MAT-2 nin
orant 1:1 olarak bulunmus olup etmenin bu lokasyonlarda eseyli iredigi
bildirilmistir.

Liu ve Milgroom, 2007 yilinda yaptiklar ¢aligmada Cin’de 3 farkli lokasyondan
ornekler alinmis, 1’inci lokasyonda 28 izolattan 28 vc grubu, 2’inci lokasyonda 11
izolattan 11 vc grubu, 3’iincii lokasyonda 25 izolattan 15 vc grubu bulunmustur.
Japonya dan alinan 79 izolattan 71 vc grubu ortaya c¢ikmis, 3 tanesi Avrupa
testerlar1 (EU) ile uyumlu iken 68 farkli vc grubu bulunmustur. Bu sonuglar Asya
kokenli olan bu etmenin orijini oldugu {iilkelerde genetik cesitliliginin ¢ok yiiksek
oldugunu gostermistir.

Braganga vd. 2007 yilinda Portekiz’de, Modeira ve Azores alanlarindan toplanan
617 izolatla calisilmis ve 9 vc tipi ortaya ¢ikmustir. Calisma sonucunda en yaygin
vc tipleri sirasiyla; % 80,2 ile EU-11, % 7,1 ile EU-12 ve % 6,6 ile EU-66 olarak
bildirilmis ve bdlgedeki mating tiplerine bakildiginda 85 izolatin MAT-1, 85
izolatinda MAT-2 oldugu saptanmustir.

Montenegro vd., (2008) Kuzey Bati1 ispanya’in 5 farkli bélgesinden topladiklari
539 C. parasitica izolat1 vc ve mating tipler yoniinden incelemiglerdir. Calisma
sonucunda toplam 6 vc grup bulunmustur. Bu durum bolgede vc cesitliligin
oldukga diisiik oldugu seklinde degerlendirilmistir. Her bir populasyonda vc grup
sayis1 2 ile 4 arasinda degismistir. EU-1 ve EU-66 ile dort yeni grup ( E1, E2, E3
ve E4) dominant olarak bulunmustur. Yeni gruplardan biri olan El toplam 137
izolat ile iki lokasyonda dominant grup olarak saptanmustir. izolatlarin %97’si
MAT-1 olarak belirlenmistir. Sadece 3 izolat MAT-2 olarak saptanmustir.

Krstin vd., (2008) Hirvatistan da yaptiklari bir calismada 10 farkli populasyondan
topladiklar1 338 C. parasitica  izolatinin karakterizasyonunu yapmuslardir.
Calisma sonucunda 18 vc grubu bulunmustur. EU-1 %42,9 bulunma orani ile en
yaygin bulunan vc grup olmus ve bunu %21 ile EU-2, %14,2 ile EU-12 izlemistir.
Bunun disinda EU-13 (%6,2), EU-17 (%3,8), EU-5(%1,8), EU-9 (%1,5), EU-3
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(%0,9), EU-28 (%0,9), EU-14(%0,6), EU-20 (%0,6), EU-29(%0,6), EU-11 (1,8),
EU-4(1,2) EU-7 (%0,3), EU-18(%0,3), EU-21(%0,3) ve EU-22(%0,2) gruplari
bulunmustur. Biitiin lokasyonlarda MAT-1 (103 izolat) ve MAT-2 (101 izolat)
orant 1:1’ e c¢ok yakin bulunmus ve kanserlerde peritesyumun varligt
gbzlemlenmistir. Bu bulgular ile etmenin eseyli liredigi kanisina varilmistir. Hatta
EU-18, EU-21 ve EU-22 vc gruplarinin olusumunun EU-13’tin EU-1 veya EU-2
ile eseyli tiremesi sonucu ortaya ¢ikmis olabilecegi bildirilmistir.

Milgroom vd., (2008) bazi Avrupa ilkelerinden elde edilen C. parasitica
izolatlarinin  karakterizasyonunun yapildigi caligmalarinda Bulgaristan’dan 3
Romanya’dan 3 farkli lokasyonu degerlendirmislerdir. Calismanin sonucunda
Bulgaristan’dan 210 izolattan 156’sinin EU-12, 54’iiniin EU-10 oldugu ortaya
konmustur. Romanya’dan 27 izolatin 26’sinin EU-12 ve 1’inin EU-2 oldugu
saptanmistir. Bulgaristan’da sadece MAT-1 bulunurken Romanya’da iki
lokasyonda hem MAT-1 ve MAT-2 izolatlarinin varligi belirlenmistir.

Zamora vd. (2008) tarafindan Ispanya’nin Castilla ve Leon Bélgelerinden elde
edilen 516 C. parasitica izolatinin vc gruplari belirlenmistir. Sonug olarak bolgede
izolatlar arasmnda 6 vc grubunun varligi saptanmistir. Uc grup Avrupa
testerlarindan EU-1, EU-12 ve EU-11 ile uyumlu bulunurken Avrupa testerlari ile
uyusmayan ii¢ yeni vc grubunun (CL4, CL5 ve CL6) varligi tespit edilmistir. En
yaygin gruplar olarak EU-11 (%50,6) ve EU-1 (%39,9) bulunmustur.

Adamgikova vd. (2009) Slovakya da yiiriittiigii bir ¢alismada 31 C. parasitica
izolatinin vc gruplarini belirlemislerdir. Calisma sonuglarina gore 6 farkli ve grubu
(EU 2, EU 12, EU 13, EU 14, EU 17 ve EU 19) bulunmustur. Bunlardan 35,5
bulunma oram ile EU-19 % ve %32,2 bulunma oran: ile EU-2 dominant vc
gruplar olarak bulunmuslardir. EU-12’nin  bulunma orani %12,9 olarak
bildirilmistir.

2.3. Yurticinde Yapilan Calismalar

Giirer vd. (2001) Marmara ve Karadeniz Bolgesinde kestane iiretimi yapilan
alanlardan topladiklar1 134 izolat1 vc gruplari ve mating tipleri agisindan
degerlendirmislerdir. Her iki bolgeden alinan 6rnekler EU-1 ile uyumlu bulunmus
ve Marmara Bolgesinden 15, Karadeniz Bolgesinden 9 adet rastgele segilen
izolatlarin mating tipleri PCR yontemi ile MAT-1 ve MAT-2 tipinin varlig1 tespit
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edilmigtir. Marmara Bolgesinde 14 adet MAT-1, 1 adet MAT-2 bulunurken
Karadeniz Bolgesindeki 6rneklerin 6 ‘st MAT-1, 3’iiniin ise MAT-2 oldugu tespit
edilmistir. Ayrica c¢aligmada 18 adet Marmara Bolgesinden 1 adet Karadeniz
Bolgesinden olmak iizere 19 adet hipovirulent irka rastlanmistir. Tiim bu bulgular
sonucunda iki bolgede de vc tipinin tek olmasi ve hipovirulent irklarin bulunmasi
biyolojik miicadelenin kolaylikla uygulanabilecegini gostermistir.

Celiker ve Onogur 2001 yilinda Ege Bdlgesi, Marmara Bolgesi ve Karadeniz
Bolgesinde 324 izolat ile ¢aligmalarimi siirdiirmiis, Ege Bolgesinden aldigi 223
izolattan 2 vc tipi ortaya ¢ikmis ve bunlar % 94,6 oranla dominant olarak bulunan
EU-1, %5,4 oranla da EU-12 ikinci sirada yer almaktadir. Marmara Bélgesinden
alman 96 izolat ve Karadeniz Bolgesinden alinan 5 izolat sonucunda tiim vc tipleri
EU-1 gikmugtr.

Erincik vd. 2008 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada C.parasitica ‘nin Aydin ilindeki
karakterini ortaya koymak amaciyla farkli ilgelerden 97 6rnek toplamislardir.
Caligmada toplanan izolatlarin % 69 unun EU-1, % 31’inin ise EU-12 oldugu
bildirilmistir. Bolgede EU-1’in daha ¢ok yayildigi EU-12’nin ise daha az yayilma
gosterdigi belirtilmistir.

Celiker ve Onogur, (2004) yaptiklart calismada Ege ve Marmara Bolgelerinden
toplanan C. parasitica izolatlarinin mating tipleri laboratuvarda eslesme yontemi
kullanilarak belirlenmis ve bulunma orani; MAT-1 %85, MAT-2 %15 olarak

bulunmustur.

Akilli vd. (2009) Karadeniz Bdlgesinden topladigi 296 izolat icerisinde 5 vc
tipinin oldugunu ve bunlarin % 90,8’ nin EU-1, % 6,81 EU-12, % 0,7’si EU-14 ve
EU-2, % 0,3’l ise EU-5 oldugunu bildirmistir. Boylece Tiirkiye’de ilk kez EU-2,
EU-5 ve EU-14 oldugu ortaya ¢ikmustir.

Erincik vd. 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Ege Bolgesi Aydin Daglarindan
(Aydin ve Izmir) aldiklar1 213 izolatta 2 vc tipi oldugu ortaya koymuslardir,
Aydin’da % 77 oranla EU-1, % 23 ile EU-12, Izmir’ de ise % 70 oranla EU-12, %
30 ile EU-1’in bulundugu bildirilmistir. Mating tiplerininde arastirildigi bu
calismada alinan izolatlarin % 65 i MAT-1, % 35’ i MAT-2 olarak bulunmustur.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Calismalar 2013-2014 yillarinda Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Bitki Koruma Béliimii, Fitopatoloji Laboratuar1 ve TARBIYOMER ( Tarimsal
Biyoteknoloji ve Gida Giivenligi Uygulama ve Arastirma Merkezi)® de
yliritilmistiir.

3.1 Materyal

Kestane alanlarindan toplanan C. parasitica izolatlar1 c¢aligmanin materyalini

olusturmustur.

3.2. Yontem

3.2.1. Ornek Toplama

Kanserli kestane agaglarindan 6rnek toplamak amaciyla Aydin’a komsu olan
Izmir, Denizli, Manisa ve Mugla illerinin kestane alanlarinda 2013-2014 yillarinda
arazi ¢alismalari yiiriitiilmiistiir. Izmir, Denizli ve Manisa illerinin kestane iireten
ilgelerinin tiimiinde kestane kanseri hastaligina rastlanmig ve bu alanlardaki hasta
agaclarin kanserli dal veya govdelerinden kabuk 6rnekleri alinmistir. Mugla ilinde
ise kestane kanserine rastlanmamasi nedeniyle Ornekleme yapilamamistir.

Calismada 6rnekleme yapilan ana lokasyonlar Sekil 3.1’ de gosterilmistir.

Orneklemeler kanserli bolgenin kenar ile bir kistm saglikli dokunun da yer aldig
yaklasik 3x4 cm boyutlarinda bir kabuk pargasinin kesici bir alet ile alinmasi ile
yapilmistir. Her bir 6rnek alma isleminden sonra kullanilan kesici alet sodium
hipoklorit ile silinerek yiizeysel olarak dezenfekte edilmistir. Alinan 6rnekler kese
kagitlarina yerlestirilmis ve numaralandirildiktan sonra giin igerisinde buz
kutusunda muhafaza edilmistir.  Orneklemelerin yapildig1 agaglarin cografik
koordinatlari1 GPS ile kayit edilmistir. Hastaligin gortldiigii bahgelerden
bulundugu durumda en az 5 6rnek alinmigtir. Calismada toplam 277 bitki 6rnegi
toplanmustir (Cizelge 3.1.). Cizelge 3.1. de 6rnekleme yapilan 19 kdy ve ilge
basina toplanan drnek sayilar1 verilmistir. Buna gore izmir’in ilgeleri olan Tire’den
50, Odemis’den 70, Kiraz’dan 16, Manisa’min ilgeleri olan Sarigdl’den 40,
Alagehir’den 40, Salihli’den 12, Denizli’nin ilgeleri olan Babadag’dan 10 ve
Buldan’dan 39 adet 6rnek toplanmustir.
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Sekil 3.1. Kestane kanseri 6rneklemelerinin yapildig: ana lokasyonlar

Cizelge 3.1. Cryphonectria parasitica izolatlarinin elde edildigi il¢eler, kdyler ve
elde edilen izolat sayilar

/1lge Koyler Toplanan

ornek sayist

izmir
Tire Biiyiikkemerdere- Cambazli 50
Odemis (Bozdag) Ovacik, Hacihasan, Yilanli, 70
Cayirkoyii, Kemerkdyii, Bayirh
Kiraz Dokuzlar 16
Manisa
Sarigol Camlibel, Karacali, Kizilgukur 40
Salihli Bahgecik, Burhankdy 12
Alasehir Bahadir, Bahgeli, Daghaciyusuf, 40
Osmaniye
Denizli
Babadag Demirli 10
Buldan Kurudere, Alandiz, Kasike1 39

Toplam 277
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3.2.2 Patojenin izolasyonu

Ornekleme calismasimin  yapildigi giiniin  sonunda, buz kutusu igerisinde
laboratuvara getirilen kestane kanseri kabuk 6rnekleri izolasyon islemine kadar
+4°C de buzdolabinda muhafaza edilmistir. izolasyonda standart bir fungal
patojen izolasyon yontemi kullanilmistir. Bu ydnteme gore kanserli kabuk
dokularmdan 4 mm ¢apinda mantar delici ile alinan diskler % 2’lik sodyum
hipoklorit i¢inde 2 dakika siire ile yilizeysel olarak dezenfekte edilmistir. Steril
damitik suda durulanip ardindan steril filtre kagitlar1 arasinda kurutulan 6rnekler
petri kaplarinda bulunan patates dekstroz agar (PDA) besi ortam iizerine
yerlestirilerek 24°C de 3-4 giin inkube edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda gelisen
koloniler gorsel olarak incelenmis ve Cryphonectria parasitica oldugu diisiiniilen
kolonilerden bir tanesi sansa bagli olarak secilip PDA ortamina aktarilarak izolatin

saflagtirilmasi saglanmustir.

Saflastirilan izolatlarin saklanmasinda iki yontem kullamlmustir. ilk yontemde
izolatlar cam tiplerde egik PDA’da gelistirilmis ve ardindan +4 C’de
buzdolabinda saklanmstir. Ikinci yontemde ise filtre kagidi yontemi
kullanilmigtir (Fong vd., 2000). Bu yontemde, 8 cm’lik petri kaplar1 igerisinde
bulunan PDA besi ortami iizerine 1,5x1,5 boyutlarindaki steril filtre kagitlari
yerlestirilmis ve ortam C. parasitica izolati ile inokule edildikten sonra fungusun 7
giin boyunca filtre kagitlarinda kolonize olmalar1 saglanmigtir. Miselle kolonize
olmus filtre kagitlari, steril kosullarda toplanmis ve steril petri kaplari igerisinde
kurutulmustur. Kurutulmus miselli filtre kagitlar1 steril kagit zarflar igerisine
konarak -20 C de uzun siireli saklamaya alinmistir.
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Sekil 3.2. Materyal eldesinde arazi ve laboravuar ¢alismalar1 a) Kestane kanseri
ornekleme caligmalari, b) izolasyon petrilerindeki misel kolonisi gelisimi, c)
Saflagtirilmig bir Cryphonectria parasitica izolati, d) izolatlarin egik agarda
gelisimi
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3.2.3. izolatlarin Vejetatif Uyum (VC) Gruplarimn Belirlenmesi

Izolatlarm vejetatif uyum gruplar1 steril kestane odun dokusu iizerinde
tarafimizdan gelistirilen bir yonteme gore yapilmistir. Bu yonteme gore; kestane
agaclarindan alman 1,5-2 cm ¢apindaki kestane dallar1 5’er cm uzunlugunda
kesildikten sonra, dallar dikine olmak tizere 2 esit par¢aya ayrilmustir. Her bir
parganin {ist kisminda kalan kabuk bisturi yardimiyla boyuna kesilerek dal basina
en az 5-6 ¢izgi olusturulmustur. Daha sonra bu dallar 121°C* de 45 dk siire ile
ardisik giinlerde 2 kez otoklavlanarak sterilize edilmistir. Sterilizasyonun ardindan
dallar 9 cm’lik steril petri kaplarina 3’er adet olmak iizere aralarinda iiggen
olusturacak sekilde yerlestirilmistir. En son olarak petri tabanina erimis PDA ilave
edilmistir (Sekil 3.3). Petriler 1-2 giin bekletildikten sonra vc grup belirleme
testlerinde kullanilmustir.

Vc grup testlerinde, bir dal pargasi {izerine, ortaya Avrupa testeri ve uglara birer
izolat olmak ftizere iki izolat yerlestirilmistir. Boylece petri basina 6 izolat test
edilmigtir (Sekil 3.3.). Petriler 25 °C de ilk 7 giin karanlikta sonraki 7 giin
aydinlikta olmak iizere 2 hafta inkubasyona birakilmustir. Testerlar ile izolatlar
arasinda barajin olusup olusmamasina goére uyum grubu degerlendirmesi
yapilmistir. Degerlendirmelerde, tester ve izolat tek bir koloni olarak gelisiyorsa
“uyum var”, aralarinda ¢izgi ya da baraj meydana geliyorsa “uyum yok™ olarak
kabul edilmistir (Bissegger et al 1997) (Sekil 3.4.). Ilk olarak izolatlar EU-1 ve
EU-12 testerlar1 ile eslestirilmis ve gerektiginde diger Avrupa testerlar ile
eslestirme yapilmusgtir.
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, / Test edilen izolatlar

h

Sekil 3.3. Cryphonectria parasitica izolatlarinin V¢ gruplarinin  belirlenmesi
testsleri

Sekil 3.4. Cryphonectria parasitica tester ve izolatlari arasinda uyum ve
uyusmazlik reaksiyonlar
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3.2.4. Mating Tiplerin Belirlenmesi

Toplam izolat sayisisin %20’ sini olusturacak sekilde farkli lokasyonlardan temsili
olarak segilen izolatlarin mating tipleri belirlenmistir. izolatlarin mating tiplerini
belirlemede amplifikasyon par¢a biiyiikliikleri yo6niinden yiiksek oranda
birbirinden farkli olan MAT-1 ve MAT-2 mating tiplerine ait spesifik primerler
kullanilmistir (Marra ve Milgroom, 2001, Mcguire vd., 2004).

Mating tip belirleme ¢aligmalarinda kullanilan izolatlara ait miseller, PDA ortam
iizerine konulan steril selefon diskler iizerinde gelistirilerek elde edilmistir
(Anagnostakis ve Day, 1979; Allemann vd., 1999) (Sekil 3.5.). Inkiibatorde 24
°C’de karanlik kosullarda 6-7 giin inkiibasyonun ardindan selefon disklerde
gelisen kolonilerden, yaklasik 3x3 cm boyutlarinda misel kitlesi steril kiirdan ile
almarak 1,5 ml sentrifiij tliplere yerlestirilmis ve ardindan DNA
ekstraksiyonununda  kullanilmak iizere -20 °C’deki derin dondurucuya
kaldirtlmisgtir.

Sekil 3.5. Steril selefon disk tizerinde bir Cryphonectria parasitica izolatinin
gelisimi
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Derin dondurucan g¢ikarilan igerisinde misel olan tiipler, buz iizerinde 30 dk
bekletildikten sonra, igerlerine 1 ml lysis buffer (Cizelge 3.2.) ilave edilmis ve
vorteks te 1 dk boyunca karistirilmistir.  Her bir izolat i¢in ayr1 ayr1 hazirlanmig
tiipler, 65°C 15 dk boyunca inkiibasyona birakilmiglardir. Tekrar 1 dk vortekste
karigtirmanin ardindan tiipler 12200 rpm hizla santrifiij edilmislerdir. Santrifiijiin
hemen ardindan tiiplerden 1 ml supernatant yeni tiiplere almmustir. Uzerine 200 pl
7,5 M amonyum acetat (NH4Oac) ilave edilmis ve vortekste 10 sn karistirilmustir.
Tiipler, buz fiizerinde 15 dakika bekletildikten sonra 3 dakika santrifiij
edilmiglerdir. Daha sonra her bir tiipteki stipernatanttan 850 pl lik kisim pipetle
dikkatle alinarak yeni tiiplere aktarilmustir. Ardindan tiiplere 700 ul isopropanol
ilave edilmis ve elde 20 kez calkalandiktan sonra tiipler 5 dakika santrifiij
edilmislerdir. Santrifiij sonras1 slipernatantin tiimii peletin diismemesine dikkat
edilerek dokilmiistiir. Ardindan tiip igerisinde kalan pelet %70 lik ethanol ile 2
kez yikanmuistir. Tiipler kisa siireligine santrifiij edilmis ve tiiplin dibinde biriken
ethanol pipetle ¢ekilerek uzaklastirilmistir. Tiipler agz1 agik olacak sekilde laminar
flow igerinde yaklagik 10 dk siire ile kurumaya birakilmistir. En son olarak tiip
icerisine 40 pl steril ultra saf su ilave edilmis ve sonrasinda PCR da kullanilmak
iizere tiipler -20 de saklanmuistir.

Cizelge 3.2. Cryphonectria parasitica izolatlarin DNA ekstraksiyonunda
kullanilan lysis buffer icerigi

Bilesenler Stock Final 1 tiip
Saf su ~600 pl
EDTApH S8 05M 50 mM 100 pl
TrispH 8 1M 100 mM 100 pl
SDS % 20 % 3.50 175 pl
Proteinase K 20 mg/ml 250 ug/ml 12.5 ul

Sodium Bisulfite % 1 0.01g
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Sekil 3.6. Cryphonectria parasitica izolatlarinin DNA ekstraksiyonu galismalari

PCR da kullanilacak master karisgim; 1xPCR buffer, 200 uM dNTP, 0,2 uM
(herbir primerden), 0,75 units Taq Polymerase ve saf sudan 29 pl olacak sekilde
karistirilarak karisim igersine 2 ul kalip DNA ilave edilmistir ve thermal cycler
icersine 30 dongiiliik ¢ogaltilmaya birakilmistir (Mara and Milgroom, 2001).
Multiplex PCR’da mating tipleri belirlemeye yonelik kullanilan primerler Cizelge
3.3. de verilmistir.
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Cizelge 3.3. Cryphonectria parasitica izolatlarinin mating tiplerinin
belirlenmesinde kullanilan primerler.

Primer Dizilim (5> — 3°)
MAT-1
M1-GS1n GATGACAACGACGTCGAAGAATCAGAGTG
M1-GS3-rev CAGATGTCAACGGCCTTCAGGCCAGGA
MAT-2
M2-GS3 TTCAACCTGTCCAAGACTGTAGCCTTCG
gsl-d-1 CTCCCGATGGATTGGGGAAGATAATGGGC

PCR sonucunda elde edilen DNA pargalar1 %1 lik agaroz jel elektroforezde 80
volt elektrik akiminda 30 dk yiiriitiilmiistiir. Bu siire sonunda jel UV 1sik altinda
jel goriintiileme cihazinda goriintiilenmis ve elde edilen goriintii iizerinden
bandlarin biiyiikliikleri lizerinden degerlendirmeler yapilmistir. MAT-1in tanisi
1.649 kb ve MAT-2’nin ise 594 bp band biiyiikliikleri esas alinarak yapilmistir
(Mara and Milgroom, 1999).
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Ornek Toplama Calismalar:

Izmir, Manisa, Denizli ve Mugla illerinin kestane iiretimi agisindan énemli olan
ilgelerinin koylerinde yapilan Cryphonectria parasitica ornekleme ¢alismalari
sirasinda Kestane Kanseri hastaliginin Mugla ili hari¢ diger tiim illerin kestane
alanlarinda var oldugu saptanmistir. Bazi koOylerde hastaligin genis alanlara
yayilarak hali hazirda ¢ok ciddi aga¢c kayiplarina yol acmig oldugu
gozlemlenmistir. Dal  enfeksiyonlarinda agacin  bir  kismunin,  govde
enfeksiyonlarinda ise agacin tiimiiniin kanser nedeniyle 6lmesi sonucu hastaligin

bolgede dnemli seviyede iiriin kaybina neden oldugu tahmin edilmektedir.

Hastalikli agaclar, genel goriiniim olarak yaprakli doneminde kiiciik bir daldan
agacin tamamina kadar degisen solgunluk ve/veya kuruma olarak dikkati ¢ekmigtir
(Sekil 4.1). Solgunluk veya kurumanin hemen alt kisminda dali veya govdeyi
kismen ya da tamamen saran kanser olarak nitelendirilen kabukta boyuna yonde
derin yara ve ¢atlaklardan olusan belirtilere bir ¢ok hastalikli agagta rastlanmigtir
(Sekil 4.2.a). Tamamen kuruyup 6len agag ve dallarda ana gévdeyi ve dali bir
cember seklinde tamamen saran biiyiik kanserlerin varligr gézlemlenmistir (Sekil
4.2.b). Kiz1l kahverengi hafif ¢okiik lekeler seklinde olan geng¢ kanserlerde ise
agaclarin yapraklarinda bazi hallerde herhangi bir anormallik goriilmeyebilmekte
ve genel goriinlim olarak uzaktan bakildiginda hastaligin  varligt  pek
anlasilamamaktadir

Orneklemeler sirasinda  kanserleri tamimlarken enfekteli bolgedeki kabuk
dokusunun dogal rengini kaybederek acik kahverengiye veya kirmizimsi
kahverengiye doniistiigli, kanserli bolgede turuncu renkte stromalar ve bu
stromalardan helozon seklinde uzayan siruslar ile kanserli kabuk dokusu
kaldirildiginda alt kisminda yelpaze seklinde tanimlanan miselyum dokusu
gozlemlenen ilave belirtiler olmustur.
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Sekil 4.1. Kestane agacinin yaprakli doneminde kestane kanserli agacin genel
goriiniimi (a, b)

Sekil 4.2. Kestane kanseri hastaliginin belirtileri; a) Govde de goriilen kizil-
kahverengi, hafif ¢okiik lekeler ve c¢atlamalar, b) Dalda ileriki
donemlerde olusan boyuna ve derin ¢atlaklar.
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Caligma sirasinda yukarida da bahsedildigi gibi farkli gériiniimde kanserlerden
alinan toplam 277 kabuk o6rneginden laboratuarda yapilan izolasyon iglemleri
sonrasinda 268 adet C. parasitica izolat1 elde edilmistir. Elde edilen saf C.
parasitica izolatlarinin PDA besi ortaminda, genelde viriilent tipte C. parasitica
formlarma o6zgii oldugu bilinen, turuncu renkte koloniler olusturmuslardir.
Hipoviriilent tipte izolatlarda goriilen beyaz renkte koloni olusturan herhangi bir

izolata rastlanmamustir.

Calismanin yiirtitiildiigii il ve ilcelere gore kanser orneklemelerinden elde edilen
C. parasitica izolatlar1 ve sayilar1 Cizelge 4.1” de gosterilmistir. Buna gore; izmir
ili, Tire ilgesinde iki farkli kdyden (Biiyiikkemerdere, Cambazli) 48 adet izolat,
Odemis ilgesinde 7 koyden (Hacihasan, Ovacik, Bayirli, Kemerkdy, Yilanl,
Bozdag Merkez ve Cayirkdy) 69 izolat, Kiraz ilgesinden bir kdyden (Dokuzlar) 16
adet izolat elde edilmistir. Manisa ili Salihli ilgesinde 2 kdyden (Bahgecik ve
Burhankdy) 12 adet izolat, Alasehir ilgesinden dort koyden (Osmaniye, Bahadir,
Bahgelikdy, ve Daghaciyusuf) 39 adet izolat ve Sarigol ilgesinden {i¢ kdyden
(Camlibel, Karacali ve Kizilgukur) 37 adet izolat toplanmistir. Denizli ilinden ise
Babadag ilgesinde bir kdyden (Demirli) 10 adet ve Buldan ilgesinde ii¢ kdyden
(Kurudere, Alandiz ve Kasik¢1) 47 adet izolat elde edilmistir. Mugla ilinin
Kavaklidere Ilgesi ve Mentese Beldesi kestane alanlarinda yapilan incelemelerde
kestane kanseri hastaligina rastlanmamistir ve bu nedenle bu ilden C. parasitica

izolat1 elde edilememistir.
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Cizelge 4.1 Izmir, Manisa ve Denizli illeri kestane iiretim alanlarindan toplanan
kestane kanseri 6rneklerinden elde edilen Cryphonectria parasitica
izolatlar1 ve sayilari

1l Ilge Izolatlar Izolat
Sayisi

fzmir | Tire(T), Odemis- | T-837, T-838,T-840, T-844, T-845, T-846,
Bozdag (i), Birgi- | T-847-1.Ag;, T-847-2.As1,T-848, T-853,
Kiraz(Hyd) | T-878T-841,T-842,T-849-1.As1,T-849-
2.As1,T-857,T-858,T-859,T-860,T-861,T-

862,T-863,T-864,T-865,T-866,T-867,T-
868,T-869,T-870,T-871,T-873,T-874,T-
875,T-876,T-877, T-836, T-850, T-851,T-
852,T-852,T-852,T-852,T-852,T-852,T-
852,T-854,T-855,T-856

i-890,i-894,1-899,1-900,i-901,i-902,i-903, -
904, 1-906,1-907,1-921,i-922,1-923, i-889,i-
891,i-892,i-893, 1-895,i-896,i-897,i-898, i-
905,i-909,i-910,i-911,i-912,i-913,i-914,i-
915,i-916,i-917,1-918,1-919,1-920, 1-924,1- | 133
925,i-926,1-927,1-928,1-929,i-930,i-931,i-
932,i-933,1-934,1-935,1-936,i-937

HYD-1,HYD-2,HYD-3,HYD-002,HYD-003,
HYD-004,HYD-005, HY D-006-1,HY D-006-
2, HYD-007-1,HYD-007-2, HYD-008,HYD-
009,HYD-010,HYD-011, HYD-012,HYD-
013,HYD-014,HYD-015, HYD-016,HYD-
017,HYD-018,HYD-019,HYD-020, HYD-
021,HYD-022, HYD-023,HYD-024,HYD-
025,HYD-026, HYD-027,HYD-028,HYD-
029,HYD-030, HYD-031, HYD-032, HYD-
X-2




Cizelge 4.1 (Devam)

33

il

Ilge

Izolatlar

izolat
Sayisi

Denizli

Babadag(Db),
Buldan(Db)

DB-879,DB-880,DB-881,DB-882,DB-
883,DB-884,DB-885,DB-886,DB-887,DB-
888

DB-071,DB-072,DB-073,DB-074,DB-
075,bB-076,DbB-077,DB-078,DB-079,DB-
080,DB-081,DB-083-1,DB-083-2,DB-
084,DB-085,DB-086,DB-088,DB-089,DB-
090,DB-091,DB-092,DB-093,DB-094,DB-
095,DB-097,DB-098,DB-099,DB-100,DB-
101,DB-102,DB-103,DB-104,DB-105,DB-
106,DB-107,DB-108

47

Manisa

Sarigdl(M),
Alagehir(M),

Salihli (Ms)

M-34,M-35-1,M-35-2,M-37-1,M-37-2,M-
38,M-39,M-41-1,M-41-2,M-43,M-44,M-
45,M-46,M-47,M-48,M-49,M-50,M-51,M-
52,M-53,M-54,M-55,M-56,M-57,M-58,M-
59,M-60,M-61,M-62,M-63,M-64,M-65,M-
66,M-67,M-68,M-69,M-70

M-111,M-112,M-113,M-115,M-116,M-
117,M-119,M-120, M-121, M-122, M-
124,M-125,M-126,M-127,M-129,M,130, M-
131,M-132,M-138,M-139,M-140,M-141,M-
142,M-143,M-144,M-145-M-114,M-118,M-
123-1,M-123-2,M-128,M-133,M-134,M-
135,M-136,M-137,M-146-1,M-146-2,M-147

MS-149,MS-150,MS-151,MS-152,MS-
153,MS-156,MS-157-MS-147,MS-148,MS-
154-1,MS-154-2, MS-155

88

TOPLAM

268
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4.2. Izolatlarin Vejetatif Uyum Gruplar

Izmir, Manisa ve Denizli illeri kestane iiretim alanlarindan elde edilen 268 C.
parasitica izolatinin vejetatif uyum (vc) gruplari, otoklavlanmis kestane odun
dokusu iizerinde Avrupa vc tester izolatlar ile eslestirilmek suretiyle belirlenmis
ve elde edilen veriler Cizelge 4.2 4.3 ve 4.4 te gosterilmistir. Elde edilen
sonuglara gore; Izmir’de 3, Manisa ve Denizli de 2 farkli ve grubu saptanmustir.
Tiim bolge dlgeginde izolatlar ele alindiginda, izolatlarin 157’s1 (%.59) EU 1,
87’s1 EU 12 (%32) ve 24’1 EU 2 (%9) ile uyumlu olarak bulunmustur (Sekil 4.3).
EU-1 iilkemizde bir¢cok bolgede kestane alanlarinda en yaygin goriilen vc grubu
oldugu daha once yapilan bir ¢ok c¢alismada ortaya konmustur (Giirer 2001;
Celiker 2001, Erincik vd., 2008; Akilli vd. 2009; Erincik vd. 2011; Akilli vd.,
2013). Ogzellikle Marmara ve Karadeniz Bélgelerinde EU-1 grubunun bulunma
oramt bir hayli yiiksek olarak rapor edilmistir. Giirer vd. (2001)’nin Marmara
Bolgesinden 89 ve Karadeniz Bolgesinden 45 adet C. parasitica izolatindan
timiiniin EU-1 grubu ile uyumlu oldugunu bildirmistir. Benzer bulgular Celiker
(2011) in Marmara Bolgesinden 82 adet, Karadeniz Bolgesinden 5 adet C.
parasitica izolatindan elde ettigi tim izolatlar EU-1 grubu ile uyumlu
bulunmustur. Yine tilkemizde yiiriitillen baska bir ¢aligmada, Akilli vd. (2013)
Marmara Bolgesinden topladigi 198 adet izolatin hepsinin ve grubunu EU-1 olarak
belirlemistir. Akilli vd. (2009) Karadeniz Bolgesinden elde ettikleri 296 adet
izolatin %90,8 inin EU-1 oldugunu bildirmistir.

mEU-1
EU-12

157; 59%

W EU-2

Sekil 4.3. izmir, Manisa ve Denizli illeri kestane alanlarindan elde edilen
Cryphonectria parasitica izolatlarinin vejetatif uyum gruplarina gére
sayisal dagilimi.
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Caligmamizdan elde edilen sonuclara gore; Ege Bolgesinde EU-1 en baskin grup
olarak bulunsa da, bolgede EU-12 ve EU-2 nin varligi farkli bir populasyon
yapisinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Ozellikle EU-12 ve EU-2 nin izmir
ilinde bazi lokasyonlarda baskin vc grubu olarak karsimiza ¢iktig1 goriilmektedir.
Bolge icin benzer bulgular Erincik vd.” nin 2008 ve 2011 de yayinladiklar
caligmalarinda da belirtilmistir.  Erincik vd. (2008) sadece Aydin ili kestane
alanlarindan elde ettikleri 97 izolatin %69 ‘unu EU-1 %31’ini EU-12 olarak
saptamiglar ve Sultanhisar ilgesinde EU-12 yi baskin ve grup olarak bulmuslardir.
Erincik vd (2011) Aydin ve Izmir ilinin Aydin Daglar iizerinde yer alan kestane
alanlarindan elde ettikleri 213 C. parasitica izolatinin %53,5’ini EU-1 %46,5 ini
EU-12 olarak belirlemislerdir. Bu ¢alismamiza benzer sekilde EU-12 vc grubunun
bazi lokasyonlarda baskin oldugunu 6zellikle izmir ilinde %70 bulunma oranina
sahip oldugu bildirilmistir.

Ege Bolgesinde EU-1 ve EU-12 nin disinda farkli bir ve grubu olarak EU-2 ilk kez
bu calismada saptanmustir. Sadece izmir ilinin Tire ilgesinde bulunan bu grup
bolge genelinde toplanan izolatlarin %9’unu olusturmustur. Ulkemizde EU-2 nin
varhigr Akilli vd. (2009) tarafindan Karadeniz Bolgesinde Kastamonu ilinden
aldig1 59 adet izolattan 1 tane ve Bartindan aldig1 25 izolattan da 1 tane bularak
yapmis oldugu ¢alismada ilk kez ortaya konmustur.

Izmir ilinde Odemis, Tire ve Kiraz ilgelerinin kestane iireticisi kdylerinde
yiriitiilen 6rnekleme ¢alismalar1 sonrasinda toplam 133 C. parasitica izolat1 elde
edilmistir. Bu izolatlar lizerinde yiiriitiilen vc testleri sonrasinda, patojenin Avrupa
testerlar1 ile uyumlu t¢ farkli ve tipi bulunmustur (Cizelge 4.2). Bunlardan ikisi
bolgede daha 6nce de varligi saptanmis EU-1 ve EU-12 vc gruplan olup kalan
digeri ise yorede ilk defa saptanan EU-2 grubudur. izmir ilinin genelinde % 50,4
bulunma orami ile EU-12 en fazla elde edilen vc grubu olmustur. Bir kdy harig
EU-12 &rnekleme yapilan tiim kdylerde bulunmustur. EU-1 vc grubu Izmir ili
kestaneliklerinde yaygin olan bir diger vc grubu olup incelenen 10 kéyiin 9 undan
elde edilmistir. EU-2 vc grubu sadece Tire ilgesinde iki lokasyonda bulunmustur.
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Cizelge 4.2. Izmir ili kestane alanlarindan toplanan Cryphonectria parasitica
izolatlariin ve gruplara gore dagilimi

Ilge/Belde/K oy EU-12 EU-1 EU-2
Odemis
Yilanlt 7 (38,9)* 8 (61,1) -
Kemerkoy 5 (100) - -
Hacihasan 14 (82,4) 3(17,6) -
Ovacik 4 (36,4) 7 (63,6) -
Bayirhi 10 (83,3) 2 (16,7) -
Bozdag 5 (83,3) 1(16,7) -
Cayirkoyi 2 (66,7) 1(33,3) -
Toplam 47 (68,1) 22(31,9) -
Kiraz
Dokuzlar 7 (43,8) 9 (56,2) -
Toplam 7 9 -
Tire
Biiyiikkemerdere 13 (41,9) 10 (32,3) 8 (25,8)
Cambazlar - 1 (59 16 (94,1)
Toplam 13(27,1) 11(22,9) 24(50)
Genel Toplam 67 (50,4) 42(31,6) 24 (18)

*Siitunlarda parentez igerisinde yer alan sayilar yiizde degerlerini gostermektedir.

flge lgeginde ve gruplarinin dagilimina bakildiginda Odemis ilgesi EU-12 nin en
yaygin oldugu il¢edir (Cizelge 4.2). Bu ilgede incelenen izolatlarin 47 (%68,1)’si
EU-12 olarak saptanmistir. Odemiste incelenen 7 kdyiin tiimiinde EU-12 nin
varlig1 tespit edilmis ve bu kdylerden 6 sinda EU-12 baskin olarak bulunmustur.
Odemis igin benzer sonuglar bu ilgenin Aydm Daglar iizerindeki giiney
kestaneliklerinde daha 6nce Erincik vd. (2011) tarafindan yapilan bir ¢aligmada da
bildirilmistir. S6z konusu ¢aligmada EU-12 nin bulunma oram %69,8 olarak
saptanmigtir. EU-1 de ilgenin bir kdy hari¢ incelenen tiim kdylerinde rastlanmis
olsa da EU-12’e gére bulunma orani yari yartya diisiiktiir. ilgede vc gruplarin
cografik dagilimlarina bakildiginda her iki ve grubunun ilgenin degisik alanlarmna
birbirine karigmis halde yayildigi gorilmektedir (Sekil 4.4.) . Hatta her iki vc
tipinin birgok yerde birbirine ¢ok yakin lokasyonlarda bulundugu saptanmustir.
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Google earth
<

Sekil 4.4. Odemis, Bozdag ve Kiraz kestane alanlarindaki Cryphonectria
parasitica izolatlarindan elde edilen vc tipler ve dagilimlari

Kiraz ilgesinde orneklemelerin yapildigi tek koy olan Dokuzlar kdyiinde elde
edilen 16 izolattan 9’u EU-1 7’s1 EU-12 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2).
Odemisteki birgok lokasyonda oldugu gibi bu lokasyonda da iki vc grubu karigik
olarak bulunmustur (Sekil 4.4.).

Tire ilgesinde incelenen 48 izolattan 24 i (%50) EU-2 olarak bulunmustur
(Cizelge 4.2). EU-2 nin bolgede bugiine kadar tek saptandigi yer olan Tire’de
oldukga yiiksek bir bulunma oranina sahip oldugu belirlenmistir. Ornekleme
yapilan iki kdyde de EU-2 nin genis bir yayilma alanina sahip oldugu
goriilmektedir. Hatta Cambazlar kdyii kestaneliklerinden alinan 17 6rnekten 16’
sinin EU-2 oldugu goriilmiistiir. EU-1 ve EU-12 gruplar ilgede bulunan diger vc
gruplaridir. Vc gruplarinin cografik dagilimina bakildiginda her ii¢ vc grubununda
birbirine karigmis halde bir yayillma deseni gostermedigi aksine drnekleme alanin
belli yerlerinde 6beklesmis bir yayilma desenine sahip olduklari goriilmektedir
(Sekil 4.5.). Buda etmenin ilgede riizgarla yayilma potansiyeline sahip
askosporlarla degil daha ¢ok yagmur damlasi ile sigrayarak kisa mesafelere
bulagmak suretiyle yayildiginin bir gostergesi olabilir.
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7201 yukseklik 77

Sekil 4.5. Izmir/ Tire kestane alanlarindaki Cryphonectria parasitica
izolatlarindan elde edilen vc tipler ve dagilimlari

Manisa ilinin Salihli, Alasehir ve Sarigol ilcelerinin kestane iireticisi olan 9
koylinde yiriitiilen 6rnekleme ¢aligmalari sonrasinda toplam 88 adet C. parasitica
izolat1 elde edilmistir. izolatlar ile yiiriitiilen vc testleri sonrasinda, izolatlarin EU-
1 veya EU-12 vc gruplarinda oldugu bulunmustur (Cizelge 4.3). 1l genelinde
toplam 88 izolattan 69’ u (%78,4) EU-1, 19° u (%21,6) EU-12 olarak
belirlenmistir. EU-1‘e 6rnekleme yapilan koylerin hepsinde rastlanirken, EU-12
sadece dort koyde bulunmustur.

flge bazinda vc grup dagilimlarina bakildiginda, Salihli ilgesinde EU-1 en ¢ok
bulunan vc grup olmasina karsin EU-12 de 6rnekleme yapilan her iki koyde de
EU-1 izolatlarma yakin mesafelerde bulunmuglardir (Sekil 4.6.).  Alasehir
ilgesinde ise Osmaniye ve Daghaciyusuf kestaneliklerinde EU-1 ve EU-12 karisik
olarak bulunmusgtur (Sekil 4.7). Hatta bu kdylerden Osmaniye EU-12 nin en yogun
olarak (%47,37) bulundugu lokasyon olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3).
Bahgelikdy ve Bahadir kdylerinde sadece EU-1 grubunun varligina rastlanmstir.
Sarigo6l ilgesinde 6rnekleme yapilan ii¢ koyden elde edilen 38 izolatin hepsi EU-1
ile uyumlu bulunmustur (Sekil 4.8).
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Cizelge 4.3 Manisa ili kestane alanlarindan toplanan Cryphonectria parasitica
izolatlarinin vc gruplara gore dagilimi

Ilge/Belde/Koy EU-12 EU-1
Salihli
Bahgecik 2(28,6)* 5(71,4)
Burhankdy 3 (60) 2(40)
Toplam 5(41,7) 7(48,3)
Alasehir
Osmaniye 9(47,4) 10(52,6)
Bahgelikoy - 2(100)
Daghaciyusuf 5(29,4) 12(70,6)
Bahadir - 1(100)
Toplam 14(48,3) 25(51,7)
Sarigdl
Camlibel - 3 (100)
Kizilgukur - 28 (100)
Karacaali - 6 (100)
Toplam - 37(100)
Genel Toplam 19(21,6) 69(78,4)

*Siitunlarda parentez igerisinde yer alan sayilar yiizde degerlerini gdstermektedir.

VBathcwk

Sekil 4.6. Manisa/Salihli kestane alanlarindaki Cryphonectria parasitica

Skaraagac

("‘“)QIL‘ earth
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izolatlarindan elde edilen vc tipler ve dagilimlari
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Sekil 4.7. Manisa/Alasehir kestane alanlarindaki Cryphonectria parasitica
izolatlarindan elde edilen v tipleri ve dagilimi

- .
5 K aracaalies
Gamlibel

Google earth

Sekil 4.8. Manisa/Sarigol kestane alanlarindaki Cryphonectria parasitica
izolatlarindan elde edilen vc tipler ve dagilimlari.
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Denizli ilinin Babadag ve Buldan ilgelerinde dort farkli kestane iireticisi kdyiin
kestaneliklerinde yapilan Orneklemelerden 47 adet C. parasitica izolati elde
edilmistir. Bu izolatlar iizerinde yapilan vc grup belirleme testleri sonrasinda EU-1
ve EU-12 vc gruplarinin varligina rastlanmistir (Cizelge 4.4). Ancak Buldan
ilgesinden toplanan izolatlardan sadece 1’1 EU-12 olarak bulunurken kalan tiim
izolatlar EU-1 olarak belirlenmistir (Sekil 4.10.). Babadag lokasyonundan elde
edilen 10 izolatin tamami EU-1 grubu ile uyumlu bulunmustur (Sekil 4.9.).

Cizelge 4.4. Denizli ili kestane alanlarindan toplanan Cryphonectria parasitica

izolatlarinin ve gruplara gore dagilimi

Ilge/Belde/K oy EU-12 EU-1
Babadag
Demirli - 10 (100)
Toplam - 10
Buldan
Kurudere,Alandiz 1(4) 24 (96)
Kasike1 - 12 (100)
Toplam 1 36
Genel Toplam 1(2) 46 (98)

*Siitunlarda parentez igerisinde yer alan sayilar yiizde degerlerini gostermektedir.

Googleearth
:

Sekil 4.9. Denizli/Babadag kestane alanlarindaki Cryphonectria parasitica
izolatlarindan elde edilen vc tipler ve dagilimlari
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Sekil 4.10. Denizli/Buldan kestane alanlarindaki Cryphonectria parasitica
izolatlarindan elde edilen vc tipler ve dagilimlar

4.3 izolatlarin Mating Tipleri

Toplam 268 C. parasitica izolati arasindan her lokasyondan farkli vc gruplar
olacak sekilde secilen 55 izolatin mating tipleri PCR ile belirlenmis (Sekil 4.11) ve
elde edilen bulgular Cizelge 4.5.” de gosterilmistir. Buna gore; her ii¢ ilde hem
MAT-1 ve hem de MAT-2 eslesme tiplerinin varhigi tespit edilmistir. MAT-
1:MAT-2 oram 44:11 olarak bulunmustur. Bu oran 1:1 oranindan énemli oranda
sapma gosterdigi icin etmenin bolgede eseyli liremediginin gostergesi olarak kabul
edilebilir. Izmir ilinin Odemis, Tire ve Kiraz ilgelerinin tiimiinde her iki eslesme
tipi saptanmustir. Incelenen 30 izolattan 25’ii MAT-1 olarak bulunurken 5’i MAT-
2 olarak belirlenmistir. Manisa ilinde 19 izolatin 15’1 MAT-1, 4’ii MAT-2 olarak
bulunmustur. Bu ilin Salihli ilgesinde MAT-2 eslesme tipine rastlanmazken,
Alagehir ve Sarigélde hem MAT-1 hem de MAT-2 tipinde izolatlarin varlig
belirlenmistir. Denizli ilinde incelenen 6 izolattan 4’ti MAT-1, 2’si MAT-2 olarak
bulunmustur. Buldan’ dan elde edilen izolatlar sadece MAT-1 olarak belirlenirken
Babadag’da her iki eslesme tipinden izolatlara rastlanmistir.
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Sekil 4.11. Cryphonectria parasitica izolatlarindan elde edilen DNA’larin agar jel
elektroforez goriintiisii (1: Ladder, 2: K5-5, 3: 2310, 4: DB-76, 5: i-
907, 6: M-154-2, 7: M-70, 8: M-56, 9: M-121, 10: M-118, 11: M-39,
12: 1-905, 13: M-34, 14: M-61, 15: 1-893, 16: T-853, 17: T-842, 18: i-
922, 19: 1-936, 20: T-844, 21: M-66, 22: 1-894, 23: M-128, 24: H20)
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Cizelge 4.5. Izmir, Manisa ve Denizli illerinden toplanan Cryphonectria parasitica
izolatlarinin PCR sonucu belirlenen mating tipleri

ililge izolat sayim  MAT-1 MAT-2 MAT-1:MAT-2
Izmir

Odemis 15 13 2 13:2

Tire 12 9 3 9:3

Kiraz 3 3 -

Toplam 30 25 5 25:5
Manisa

Sarigol 7 5 2 5:2

Salihli 3 3 -

Alasehir 9 7 2 7:2

Toplam 19 15 4 15:4
Denizli

Babadag 3 1 2 1:2

Buldan 3 3 -

Toplam 6 4 2 4:2
Toplam 55 44 11 44:11

Daha once iilkemizin farkli cografik bolgelerinde yiiriitillen c¢aligmalarda C.
parasitica populasyon yapisi mating tip yoniinden karakterize edilmistir. Elde
edilen sonuglar etmenin her iki mating tipinin llkemizde varligini ortaya
konmustur. Gurer vd., (2001) Marmara Bolgesi’nden 15 ve Karadeniz
Bolgesi’'nden 9 adet C. parasitica izolatinin mating tiplerini PCR yontemi ile
belirlemis ve her iki bolgede MAT-1 ve MAT-2 izolatlarmin varligini saptamustir.
Celiker ve Onogur, (2004) Ege ve Marmara Bolgeleri’nden toplanan C. parasitica
izolatlarinin mating tiplerini laboratuvarda eslesme yontemi kullanilarak belirlemis
ve izolatlarm % 85’inin MAT-1’in %15’inin MAT-2 mating tipinde oldugunu
bildirimistir. Erincik vd. (2011) tarafindan yiiriitiilen bir calismada Aydin ve Izmir
illerinin Aydin Daglarinda bulunan kestaneliklerinden topladigi 213 C. parasitica
izolatinin %65’inin MAT-1 ve %35’inin MAT-2 oldugunu belirlemislerdir. Ayni
caligmada daglarin biyiik bir kisminda MAT-1 ve MAT-2’nin dagilim
Obeklesmis bir desen gosterse de 12 lokasyonda her iki mating tipin birarada
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oldugu da tespit edilmistir. Ancak bu lokasyonlarda yapilan Orneklemelerde
peritesyumlar bulunmadig1 gibi rekombinant olabilecek yeni vc tiplerin varligina
ve yiksek vc cesitliligine de rastlanmamistir.  Bu sonuglar ile sdzkonusu
calismada Aydin Daglarinda C. parasitica’nin populasyonunun klonal oldugu ve
etmenin heniiz eseyli iiremedigi kanilarma varilmustir. Ulkemizde Karadeniz
Bolgesinde etmenin eseyli iireme yapilar1 olan peritesyumlara rastlanmstir.
Nitekim son yillarda elde edinilen bilgilere gore bu bdlgede v tip cesitliliginin de
artis gosterdigi dikkat cekmektedir (Akilli, 2009).

Calismadan elde edilen veriler degerlendirildiginde C. parasitica izolatlarinin vc
grup ve mating tip kombinasyonlar1 sonucu siniflandirilmasi ile bolgede 4 farkli
vc/mating tip genotipinin oldugu goriilmektedir. Bunlar EU-1/MAT-1, EU-
1/MAT-2, EU-12/MAT-1, ve EU2/MAT-1’ dir (Cizelge 4.6). Bunlarin igerisinde
en yaygin EU-1/MAT-1 genotipi (38) olup tiim Ornekleme lokasyonlarinda
bulunmustur. EU-12/MAT-1 genotipi (35) ikinci en yaygin genotip olup Izmir
ilgelerinde ve Manisa’nin Alasehir ilgesinde dominant olarak bulunmaktadir. Test
edilen 5 adet EU-2 izolatinin hepsi EU2/MAT-1 genotipi olarak belirlenmistir.

Yukarida sozii edilen genotiplerden bazilar1 aralarinda eseyli iireme gergeklesmesi
sonucu yeni vc tiplerin ortaya ¢ikmasina neden olabililecek 6zellige sahiptir.
Ornegin; bunlardan Tire ilgesinde bulunan EU-1/MAT-2 ile EU-12/MAT-1 ya da
EU-1/MAT-2 ile EU-2/MAT-1 izolatlari, farkli vc gruplarindan olmalarindan
dolay1 aralarinda olusabilecek eseyli eslesmeler sonucu bdlge igin yeni vc gruplar
olusturabilecek o6zellik tagimaktadirlar. Bunun disinda buna benzer populasyon
ozellikleri izmir’in Odemis ve Manisa’min Alasehir ilgelerinde de bulunmaktadir.
Eseyli tireme C. parasitica’da vc cesitliliginin artmasina neden olan en Gnemli
faktorlerden biridir (Cortesi ve Milgroom, 1998; Cortesi vd., 2001). Eseyli lireme
farkli vc gruplara sahip bireyler arasinda gergeklestiginde her iki ebeveynden
gelen vic genlerin rekombinasyonu yeni vc gruplarin ortaya ¢ikmasima yol
acmaktadir. Avrupa C. parasitica populasyonunda su ana kadar her biri iki allele
sahip 6 adet vic geni tanilanmuis, bunlar vicl, vic2, vic3, vic4 vic6 ve vic7 olarak
adlandirilmistir (Cortesi ve Milgroom, 1998). Bu genlerin farkli kombinasyonlari
Avrupa’da 64 farkli ve grubunun olusmasina neden olmustur. Aydin’da yiiriitiilen
bir laboratuar ¢aligmasinda ydremizde yaygin olarak bulunan EU-1 ve EU-12 vc
tiplerinin laboratuar kosullarinda ¢aprazlamasindan en az 14 yeni vc tipin olustugu
ortaya konmustur (yayinlanmamig veri). Kuzey Amerika’da ve Avrupa’da
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etmenin peritesyumlarinin bulundugu iilkelerde vc tip ¢esitliliginin yiiksek oldugu
bildirilmektedir (Milgroom ve Cortesi, 1999).

Cizelge 4.6. izmir, Manisa ve Denizli illerinin kestane alanlarindan toplanan
Cryphonectria parasitica izolatlarimin vc grup ve mating tip
kombinasyonlar1 sonucu ortaya ¢ikan vc/mating tip genotipleri.

MI/lge EU-1/ MAT-1 EU-1/ MAT-2 EU-12/ MAT-1 EU-2/ MAT-1
[zmir
Tire 1 3 3 5
Odemis 5 2 7
Kiraz 1 2
Manisa
Sar1g6l 5 2
Alagehir 3 2 5
Salihli 2 1
Denizli
Babadag 2 1
Buldan 2 1
Toplam 21 (38)* 10 (18) 19 (35) 5 (9)

* Siitunlarda parentez icerisinde yer alan sayilar yiizde degerlerini gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kestane Kanseri diinyada oldugu gibi iilkemizde de kestane iiretimini tehdit eden
onemli hastaliklardan biridir. Bu hastaligin miicadelesi olduk¢a sinirli olup en
etkili yol hipoviriilent wklarin kullanildigi biyolojik miicadeledir. Biyolojik
miicadelenin bir bolgede basarisimi etkileyen en O6nemli faktorlerden biri C.
parasitica’ nin o bolgedeki ve cesitliligidir. Bugiline kadar Tiirkiye’nin en dnemli
kestane tireticisi ili olan Aydin’da Cryphonectria parasitica populasyonlarmin vc
gruplar yoniinden kapsamli incelemesi yapilmis ve var olan vc gruplari ve cografik
dagilimlar1 ortaya konmustur. Bu calismalardan ortaya ¢ikan sonuglar, Aydin
ilinde C. parasitica’nin vc ¢esitliliginin ¢ok diisiik oldugu ve bununda
hipoviriilensligin yayilmast agisindan ¢ok uygun bir kosul yarattigi ve
uygulanacak biyolojik miicadelenin basar1 sansini arttiracagi  kanisini
giiclendirmistir. Ayrica bundan 6nceki ¢alismalarda, vc ¢esitliligini arttiran en
onemli faktor olmasi nedeniyle, eseyli tiremenin C. parasitica’nin biyolojisindeki
onemi Aydin ili alanlarinda arastirilmistir. Yine ortaya ¢ikan sonuglar, C.
parasitica’nin yorede heniiz eseyli iremedigi ancak mating tiplerinin her
ikisininde i¢ ige gecmis durumda bir ¢ok lokasyonda bulundugunu ortaya
koymustur. Bu durumun bolgede gelecekte olusabilecek eseyli iireme sonrasinda
vc gesitliliginin artmasi agisindan riskli oldugu arastiricilar tarafindan dikkate

almmustir.

Ege Bolgesinde Aydin disinda, diger illerde de kestane iireticiligi yapilmakta ve
bu alanlarda kestane kanserinin énemli zararlara yol agtig1 bilinmektedir. Ozellikle
Aydin’a komsu olan iller olan Izmir, Manisa, ve Denizli’de baz1 kdylerin
ekonomisinde kestane o6nemli bir yer tutmaktadir. Bu illerin C. parasitica
populasyonlar1 siirli alanlardan yapilan 6rneklemeler ile gegmiste zaman zaman
incelenmis olsa da C. parasitica’nin populasyon yapisin1 gereken sekilde ortaya
koyacak kapsamli bulgular elde edilmemistir. Bu illerin kestaneliklerinin Aydin
kestaneliklerine yakin olmasi nedeniyle bu alanlarda bulunma olasiligi bulunan
farkli ve gruplarina sahip C. parasitica populasyonlar1 Aydin kestanelikleri i¢in bir
tehdit faktorii olabilir.

Bu calismada Aydin iline komsu olan izmir, Manisa, Denizli ve Mugla illerinde
kestane kanseri hastaliginin varligi arastirilarak, etmen fungus C. parasitica’ nin

populasyon yapisini incelemek amaciyla kanserli agaglardan 6rnekler toplanmis ve
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C. parasitica izolatlari elde edilmistir. Caligma kapsaminda elde edilen izolatlarin
vc gruplar1 ve mating tipleri belirlenerek cografik dagilimlar: ortaya konmustur.

Ve testleri sonrasinda, tiim ornekleme alan1 g6z Oniinde bulunduruldugunda iig
farkli ve grubu belirlenmistir. Bu sonuglar, bélgede C. parasitica’nin diistik ve
cesitliligine sahip bir populasyon yapisina sahip oldugunu gostermektedir. Bu vc
gruplarindan EU-1 ve EU-12 Ege Bolgesi’nde daha 6nce de rapor edilen gruplar
olup, EU-2 ise ilk kez bu ¢alismada rapor edilmistir. EU-1 bolgede en dominant
grup olsa da EU-12 de 6zellikle Izmir lokasyonunda dominant olup yaygin olan
diger bir vc gruptur. EU-2 nin bulundugu tek lokasyon olan Tire’de %50
oraninda bir yayginlik géstermesi, bu vc grubunun ayni lokasyonda bulunan diger
vc gruplar olan EU-1 ve EU-12’nin eseyli iireme sonucu rekombinant olarak
olusmus olabilecegi ihtimalini zayiflatmaktadir. EU-2 nin bdlgeye nereden
geldigini sdéylemek bu ¢aligma ile miimkiin degildir. Akilli1 vd. (2009) EU-2 nin
varligimmi Kastamonu ve Bartin da bildirmisler ancak bulunma oraninmi ¢ok diisiik
olarak her iki ilde birer izolat olarak bulmuglardir. EU-2 nin Tire’de %50 gibi bir
yayilma oranina sahip olmasi bu populasyonun ge¢misinin bu alanda daha eski
olabilecegini gostermektedir.

PCR ile yapilan mating tip belirleme ¢aligmalarinda, C. parasitica’nin hem MAT-
1 ve MAT-2 olan izolatlarina rastlanmigtir. Caligmada kullanilan 55 izolattan 44’
iiniin MAT-1, 11’inin ise MAT-2 oldugu tespit edilmistir. MAT-1:MAT2
oraninin 1:1 oranindan 6nemli oranda sapma gostermesi nedeniyle C. parasitica
nin bolgede eseyli liremedigi diisliniilmektedir. Ayrica vec ¢esitliligin diisiik olmasi
da eseyli iremenin olmadiginin bir diger gostergesi olarak kabul edilebilir. Ancak
yine de bu konuda kesin kaniya varilabilmesi i¢in ilave bagka ¢aligmalara ihtiyag

vardir.

Sonug olarak caligmamiza konu olan iretim alanlarinda bulunan C. parasitica
populasyonlari igerisinde vc grup cesitliliginin diisiik olusu hipoviriilent izolatlarin
kullanilmasiyla yapilacak bir biyolojik savasimin basari sansinin yiiksek olacagini
gostermektedir. Bu avantajin korunmasi igin kestaneliklere yeni C. parasitica
populasyonlarinin girmemesi igin gereken her tiirlii nlemler alinmalidir. Bolgede
C. parasitica’nin her iki mating tipinin oldugu g6zoniinde bulundurulmali ve bu
iki mating tipi biraraya getirecek insan faaliyetlerden sakmilmalidir. Iki mating
tipin biraraya gelerek etmenin eseyli iiremesi durumunda, yeni vc tiplerin ortaya
cikabilecegi ve riizgarla yayilma o6zelligine sahip eseyli askosporlar hastaligin
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yorede daha hizli yayilmasini saglayacagi dikkate alinmalidir. Disaridan ast
materyali getirtilmemeli, bitki bakim ve hasat islemleri etmenin tasinmasina
olanak saglamayacak sekilde yapilmalidir. Budama islemleri sirasinda kesici bir
kanserden digerine gecerken kesici aletlerin bir dezenfektan ile ylizey
dezenfeksiyonu mutlaka yapilmalidir.



50

KAYNAKLAR

Acikgdz, S., Doken, M. T., Erincik, O., Degirmenci, F., 2004. Aydimn y&resinde
Cryphonectria parasitica (Murrill) Barr’ 1 hipoviriilent izolatlarinin
dsRNA analiz yontemi ile saptanmasi. Tiirkiye I. Bitki Koruma Kongresi
Bildirileri. Samsun 8-10 Eyliil: 255 s.

Acikgoz S., Doken M.T., Degirmenci N.F., Couts R., Kozladikis Z., 2007. A
Modified Procedure for Isolating Double-stranded RNA. Application to
Diagnosis of Amasya Cherry Disease., J. Phytopathology, 155:743-745.

Adamgikova K., Juhasova, G. ve Kobza M., 2006. Genetic diversity of
Cryphonectria parasitica population in the Stiavnicko-Krupinska
subpopulation in Slovakia. Plant Protect. Sci., 42:119-124.

Adamcikova, KKobza, M. ve Juhasova, G., 2009. The development of population
structure of Cryphonectria parasitica on European chestnut (Castanea
sativa Mill.) in the Experimental Castanetarium Horné Lefantovce,
observed over a 12-year study period. Hort. Sci., 36:55-60.

Agrios, G. N., 1997. Plant Pathology. Fourth Edition. Academic Press. San Diego.
USA. 635 p.

Akdogan, S. ve E. Erkman, 1968. Dikkat kestane kanseri goriildi. Tomurcuk,1:
4-5,

Akilli S., Serce C.U., Katircioglu Y.Z., Maden S., Rigling D. 2013.
Characterization of hypovirulenr isolates of the chestnut blight fungus
Cryphonectria parasitica from Marmara and Black Sea Region of Turkey.
Eur. J. Plant Pathology,135:323-334.

Anagnostakis S.L., Jaynes R.A. 1973. Chestnut blight control: Use of hypovirulent
cultures. Plant Dis. Rep.,57:225- 226.

Akill, S., Katircioglu, Y. Z., ve Maden, S., 2009. Vegetative compatibility types
of Cryphonectria parasitica, causal agent of chestnut blight, in the Black
Sea region of Turkey. Forest Pathology,39:390-396.

Akilli, S, Katircioglu Y. K., ve Maden S., 2011. Biological control of chestnut
canker, caused by Cryphonectria parasitica, by antagonistic organisms and
hypovirulent isolates. The Turkish Journal of Agriculture and
Forestry,35(5):515-523.



51

Aksoy, H.M, Serdar, U., 2004. A research on chemical control against chestnut
blight (Cryphonectria parasitica (Murill) Barr). The Plant Pathology
Journal,3: 44-47.

Allemann C., Hoegger P., Heiniger U., Rigling D., 1999. Genetic variation of
Cryphonectria hypoviruses (CHV1) in Europe, assessed using restriction
fragment length polymorphism (RFLP) markers. Mol. Ecol., 8:843-54.

Anagnostakis, S. L., Jaynes, R. A., 1973. Chestnut blight control: Use of
hypovirulent cultures. Plant Dis. Rep.,57:225- 226.

Anagnostakis, S. L., 1977. Vegetative incompatibility in Endothia parasitica.
Experimental Mycology.,1: 306- 316.

Anagnostakis S. L., Day P. R., 1979. Hypovirulence conversion in Endothia
parasitica. Phytopathology, 69:1226-29.

Anagnostakis S. L., 1982. Biological control of chestnut blight. Science 215:466—
71

Anagnostakis, S. L., Hau, B., ve Kranz, j., 1986. Diversity of vegetative
compatibility groups of Cryphonectria parasitica in Connecticut and
Europe. Plant Disease,70: 536-538.

Anagnostakis, S. L., Hau, B., & Kranz, J. (1986). Diversity of vegetative
compatibility groups of Cryphonectria parasitica in Connecticut and
Europe. Plant Disease, 70:536-538.

Anagnostakis, S. L. ve Kranz, j., 1987. Population dynamics of Cryphonectria
parasitica in a mixed- hardwood forest in Connecticut. Phytopathology,77:
751-754.

Anagnostakis, S. L., 1988. Cryphonectria parasitica, cause of chestnut blight.
Adv. Plant Pathology,6:123- 136.

Anagnostakis, S. L., 1997. Protecting chestnut trees from blight. In: Chestnut in
our forest. Connecticut, Woodlands,62: 4-7.

Anagnostakis, S. L., 2001. The effect of Multiple importations of pests and
pathogens on a native tree. Biological Invasions,3: 245- 254.

Anonim, 2008. Zirai Miicadele Tenik Talimatlari, Yumusak Ve Sert Cekirdekli
Meyve Hastaliklari, Cilt 4: 45- 48 s.

Anonim, 2013 FAO, (Food and Agricultural Organization of the United Nations).
[http://apps.fao.org/faostat],Erisim Tarihi:06.01.2015



52

Anonim, 2014, TUIK, Ankara / Erisim Tarihi:06.01.2015
Anonim, 2015a.,[https://tr.wikipedia.org/wiki/Kestane], Erisim Tarihi:10.06.2015
Anonim, 2015b., [http://kafkas.com/kurumsal/kestane], Erisim Tarihi:10.06.2015

Arisan-Atac, ., Heidenreich E. ve Kubicek, C. P., 1995. Randomly amplified
polymorphic DNA fingerprinting identifies subgroups of Trichoderma
viride and other Trichoderma sp. capable of chestnut blight biocontrol.
FEMS Microbiology Letters,126:249- 256.

Bazzigher G., Kanzler E, KublerT. 1981. Irreversible Pathogenitiitsverminderung
bei Endothia parasitica durch libertragbare Hypovirulenz.Eur. J. For.
Pathol. 11,19:358-69.

Biraghi A, 1950. La distribuzione del cancro del castagno in Italia.
L’ItaliaForestale e Montana, 5:18-21.

Bisiach, M., Martino, A. De, Gobbi, E., Intropido M. ve Vegetti, G., 1988. Studies
on chestnut blight: activitiy report. Rivisa di Patologia Vegetale, S. IV, 24:
3-13.

Bissegger, M., Rigling, D., ve Heiniger, U. 1997. Population structure and disease
development of Cryphonectria parasitica in European chestnut forests in
the presence of natural hypovirulence. Phytopathology,87:50-59.

Bolkan, H.A., Ogawa, J.M., Michailides, T.J. ve Kable, P.F. 1985. Physiological
specialization in Tranzschelia discolor. Plant Disease,69:485-486.

Braganca H., Simoes S., Onofre N., Tenreiro R., Rigling, D. 2007. Cryphonectria
parasitica in Portugal: diversity of vegetative compatibility types, mating
types, and occurrence of hypovirulence. For. Path. 37:391-402

Cortesi, P., Rigling, D., ve Heiniger, U., 1998. Comparison of vegetative
compatibility types in Italian and Swiss subpopulations of Cryphonectria
parasitica. European Journal Of Forest Pathology,28(3)167-176.

Cortesi, P., ve Milgroom, M. G., 1998. Genetics of vegetative incompatibility in
Cryphonectria parasitica. Applied and Environmental
Microbiology,64:2988-2994.

Cortesi, P., Mc Culloch, C. E., Song, H., Lin, H. ve Milgroom, M. G., 2001.
Genetic control of horizontal viriis transmission in the chestnut blight
fungus, Cryphonectria parasitica. Genetics,159:107-118.



53

Coskun, H. ve Kural, I. 1994. Kestane kanseri Cryphonectria parasitica (murr.)
barr. Hastaliginin miicadelesi iizerinde arastirmalar. Tarim ve Koyisleri
Bakanligi Tarimsal Arastirmalar Genel Midiirligi BKA/01/F—094 Nolu
Proje.

Coskun, H., Turchetti, T., Maresi G. ve Santagada, A., 1999. Preliminary
investigations into Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr isolates from
Turkey. Phytopathol. Mediterr.,38:101-110.

Celiker, N. M., 2000. Kestane kanseri (Cryphonectria parasitica (Murr.)
Barr.)’nin  hipovirulent irklarla savasimi tzerinde arastirmalar. Ege
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti, Doktora tezi, Bornova —Izmir, 116s.

Celiker, N. M. ve Onogur, E., 2001. Evaluation of hypovirulent isolates of
Cryphonectria parasitica for the biological control of chestnut blight.
Forest Snow Landscape Research,76:378-382.

Celiker, N. M ve Onogur, E., 2004. Ege ve Marmara bolgelerinde kestane kanseri
etmeni (Cryphonectria parasitica Murr. Barr.)’nin yeni vejetatif uyum
gruplariin olusma sansit ve bunun biyolojik miicadele basarisina etkisi.
Tiirkiye I. Bitki Koruma Kongresi Bildirileri. Samsun 8-10 Eyliil: 255 s.

Celiker, N. M. ve Onogur E., 2007. Kestane kanserinin (Cryphonectria parasitica
Murr. Barr.) dogal kosullarda biyolojik miicadelesi. Tiirkiye 2. Bitki
Koruma Kongresi 27-29 August 2007 Isparta

Delen, N., 1975. Distribution and biology of chestnut blight (Endothia parasitica
(Murrill) Anderson and Anderson). J. Turkish Phytopath,4(3):93-113.

Ellis, M. B. ve Ellis, J. B. 1985. Microfungi on Land Plants. Croom- Helm,
London (GB).

Eppo, 2005. Cryphonectria parasitica . OEPP/EPPO Bulletin, 35:295— 298.

Erincik B., 2006. Aydin Kestane Uretim Alanlarindan Elde Edilen Cryphonectria
parasitica (Murrill) Barr Zolatlarinin Virilensliklerin Ve Bu Yorede Yaygin
Olarak Uretilen Kestane Cesitleri ile Konukcusu Olan Bazi Orman
Agaglarinin  Bu Etmene Kargi Reaksyonlarmin Belirlenmesi Uzerine
Calismalar. Adnan Menderes Universitesi Fen Bilmleri Enstitiisii, Yiiksek
Lisans Tezi, AYDIN.

Erincik, O., Doken, M. T., Acikgdz, S. ve Ertan E., 2003. First Report for Aydin,
Turkey: Cryphonectria parasitica (Murrill.) Barr threathens thechestnut
plantations of Aydin Province. J. Turk. Phytopath., 32(1):41- 44.



54

Erincik, O., Doken, M. T., Acikgdz, S., ve Ertan, E. 2008. Characterization of
Cryphonectria parasitica isolates collected from Aydin Province in Turkey.
Phytoparasitica, 36:249-259.

Erincik, O., Ozdemir, Z., Durdu, O. F.,, Déken, M. T. ve A¢ikgdz, S., 2011.
Diversity and spatial distribution of vegetative compatibility types and
mating types of Cryphonectria parasitica in the Aydin Mountains, Turkey.
Eur J Plant Pathol,129:555-566.

Fong Y. K., Anuar S., Lim H. P., Tham F. Y., Sanderson F. R. 2000. A modified
filter paper technique for long-term preservation of some fungal cultures.
Mycologist,14(3):127-130.

Fulbright, D. W., Paul, C. P., Garrod, S. W., 1988. Hypovirulence: a natural
control of chestnut blight. Pages 121- 138 in: Biocontrol of Plant Disease.
K. G. Mukerji, K. L. Garg, eds. CRC Pres, Boca Raton, FL.

Fulbright, D. W., 1999. Chestnut blight and hypovirulence. In: Plant- Microbe
Interactions, Vol. 4, G. Stacey and N. T. Keen editors. Pages 57- 79. APS
Pres. St Paul, MN.

Gravatt F., 1949. Chestnut blight in Asia and North America. Unosylva,3,(1)

Grente, J., 1981. Les variants hypovirulents de I’ Endothia parasitica et la lutte
biologique contra le chancre du chataignier. Ph. D thesis. Universite de
Bretagne Occidentale, Brest, France. 195 pp.

Guerin, L., Bastien, S., Chauvin, B., 1999. The production and dispersal of
ascospores of Cryphonectria parasitica in an orchard in south- western
France. Acta Horticulture, 494:473- 480.

Guerin, L. ve Robin, C., 2003. Seasonal effect on infection and development of
lesions caused by Cryphonectria parasitica in Castanea sativa. For. Path.,
33:223- 235.

Giirer, M., Ottaviani, M., ve Cortesi, P., 2001. Genetic diversity of subpopulations
of Cryphonectria parasitica in two chestnut- growing regions in Turkey.
For. Snow Landsc. Res.,76,(3): 383- 386.

Heiniger, U. ve Rigling, D., 1994. Biological control of chestnut blight in Europe.
Annual Review of Phytopathology,32:581-599.

Hepting, G.H., 1974. Death of the American chestnut. Journal of Forest
History,18: 60-67.



55

Huber, D. H. ve Fulbright, D. W., 1994. Preliminary investigations on the effect
of individual vic genes upon the transmission of dsSRNA in Cryphonectria
parasitica. In: Double M. L. and MacDonald W. L. (eds) Proceedings of the
International Chestnut Conference, ppl15- 19, West Virginia University
Press, Morgantown.

Hoegger, P. J., Rigling, D., Holdenrieder, O. ve Heiniger U.. 2000. Genetic
structure of newly established populations of Cryphonectria parasitica
Mycol. Res.,104(9):1108-1116.

Jaynes, R.A, 1979. Chestnuts, nut tree culture in North America, R. A. Jaynes Ed.
Northern Nut Growers Assoc. Inc. Hamden Connecticut, USA, (111-127).

Krstin L., Novak-Agbaba S., Rigling D., Krajacic M., Curcovic Perica M., 2008.
Chestnut blight fungus in Croatia: diversity of vegetative compatibility
types, mating types and genetic variability of associated Cryphonectria
hypovirus 1. Plant Pathol.,57:1086-1096.

Liu, Y- C., ve Milgroom, M. G., 1994. Correlation between transmission of
hypovirulence and the number of vegetative incompatibility (vic) loci
different among isolates in a natural population of Cryphonectria parasitica.
Phytopathology,84:1126- 1127.

Liu Y.C, Milgroom M.G. 2007. High diversity of vegetative compatibility types in
Cryphonectria parasitica in Japan and China. Mycologia,99:279-284.

Mac Donald, W.L. ve Fulbright, D. W., 1991. Biological control of chestnut
blight: use and limitations of transmissible hypovirulence. Plant
Disease.,75:656-661.

Mara, R. E. ve Milgroom, M. G., 1999. PCR amplification of the mating type
idiomorphs in Cryphonectria parasitica. Mol. Ecol.,8:1947-1950.

Marra, R. E., ve Milgroom, M. G. 2001. The mating system of the fungus
Cryphonectria parasitica: selling and selfincompatibility. Heredity,86:134—
143.

Mcguire, I. C., Marra, R. E., ve Milgroom, M. G. 2004. Mating-type
heterokaryosis and selfing in Cryphonectria parasitica. Fungal Genetics
and Biology, 41:521-533.

Milgroom, M. G., 1995. Population biology of the chestnut blight fungus,
Cryphonectria parasitica. Can. J. Bot.,73:311- 319.



56

Milgroom, M. G., 1997. Genetic variation and the application of genetic markers
for studying plant pathogen populations. Journal of Plant
Pathology,78(1):1-13.

Milgroom M.G., Sotirovski K., Spica D., Davis J.E., Brewer M.T., Milev M.,
Cortesi P., 2008. Clonal population structure of the chestnut blight fungus in
expanding ranges in southeastern Europe. Molecular Ecology,17:4446-445.

Milgroom M. G., Cortesi P., 1999. Analysis of population structure of the chestnut
blight fungus based on vegetative incompatibilty genotypes. Proc. Natl.
Acad. Sci., USA 96:10518-10523.

Milgroom, M. G., ve Cortesi, 2004. Biological control of chestnut blight with
hypovirulence: a critical analysis. Annu. Rev. Phytopathol,42:311- 338.

Montenegro D., Aguin, O., Sainz, M.J., Hermida M., ve Mansilla J.P., 2008.
Diversity of vegetative compatibility types, distribution of mating types and
occurrence of hypovirulence of Cryphonectria parasitica in chestnut stands
in NW Spain. Forest Ecology and Management,256:973-980.

Pavari, A., 1949. Chestnut blight in Europe. Unosylva,3,(1).

Perlerou, C., ve Diamandis, S. 2006. Identification and geographic distribution of
vegetativecompatibility types of Cryphonectria parasitica and occurrence of
hypovirulence in Greece. Forest Pathology,36:413-421.

Radocz, L., 1999. Chestnut blight and the hypovirulence in the Carpathian basin.
Acta Horticulturae 494. ISHS Press, Leuven-Belgium:501- 508.

Rittenour, W. R., 2005. The biological control potential of Cryphonectria
parasitica strains containing an infectious cDNA copy of hypovirus CHV1-
Euro7. PhD Dissertation. West Virginia University. Morgantown, WV,
USA.

Roane, M., Griffin G. ve ElKkins, J., 1986. Chestnut blight, other Endothia diseases
and the genus Endothia. APS Press: St. Paul.

Robin, C., Anziani, ve C., Cortesi, P,. 2000. Relationship between biological
control, incidence of hypovirulence, and diversity of vegetative
compatibility types of Cryphonectria parasitica in France. Phytopathology,
90:730-737.

Robin, C., ve Heiniger, U. 2001. Chestnut blight in Europe: diversity of
Cryphonectria parasitica, hypovirulence and biocontrol. Forest Snow and
Landscape Research,76:361-367.



57

Radocz L., 2001. Study of subpopulations of the chestnut blight (Cryphonectria
parasitica) fungus in the Carpathian basin. For. Snow Landsc. Res.,76,(3):
368-372.

Sharf, S. S. ve Palma, N. K. De, 1981. Birds and mammals as vectors of the
chestnut blight fungus (Endothia parasitica).Canadian Journal of
Zoology,59:1647-1650.

Soylu, A., 1984. Kestane yetistiriciligi ve Ozellikleri. Yalova Bahge Kiiltiirleri
Arastirma Enstitiisii, Yayin No: 59, Yalova.

Sotirovski, K., Papazova-Anakieva, 1., Griinwald, N. J. Ve Milgroom, M. G. 2004.
Low diversity of vegetative compatibility types and mating type in
Cryphonectria parasitica in thesouthern Balkans. Plant Pathology,53:325—
333.

Spica, D., Sammarco, G., Pennisi, A. M., Zappia, R., Cacciola, S. O. ve San Lio,
G. M. 2006. Diversity of vegetative compatibility and mating types in
Cryphonectria parasitica populations from Calabria. Advances in
Horticultural Science, 20(1):45-49.

Trestic T., Uscuplic M., Colinas C., Rolland G., Giraud A., Robin C. 2001.
Vegetative compatibility type diversity of Cryphonectria parasitica
populations in Boshia-Herzegovina, Spain and France. Forest Snow
Landscape Research,76:391-396.

Van Alfen, N. K., Jaynes, R. A., Anagnostakis, S. L., Day, P. R., 1975. Chestnut
blight: biologicalcontrol by transmissible hypovirulence in Endothia
parasitica. Science,189:890-891.

Zamora, P., Martin, A. B., Arrate, J., Rigling, D., ve Diez, J. J. 2008. Detection of
the vegetative compatibility groups of Cryphonectria parasitica in Castilla
y Leon region. Proceedings Of The Second Iberian Congress On
Chestnut.Acta Horticulturae,784 : 159-162.

Wilhelm, E., Wolfgang, A., Schafleitner R., ve Krebs, B., 1998. Bacillus subtilis
an endophyte of chestnut ( Castanea sativa) as antagonist against chestnut
blight (Cryphonectria parasitica). Plant Cell, Tissue and Organ Culture,
52: 105- 108.



58

OZGECMIS
KIiSISEL BILGILER
Adi1 Soyadi : Miizeyyen DALDAL
Dogum Yeri ve Tarihi : ODEMIS - 01.02.1988
EGITIM DURUMU
On Lisans Ogrenimi : Afyon Kocatepe Universitesi, Gida Teknolojisi
Lisans Ogrenimi : Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fak. Bitki Kor.

Yiiksek Lisans Ogrenimi  : Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enst.

Bildigi Yabanci Diller : Ingilizce

IS DENEYIMI

Calistigt Kurumlar ve Y1l : Mavi Tarimsal Danismanlik ve Miih. Hiz. Ltd. Sti —
3yil

ILETiSIM

E-posta Adresi : muzeyyendaldal@hotmail.com



