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OZET

DOGU KARADENIZ BOLGESINDE KESTANE KANSERI ETMENI
Cryphonectria parasitica’NIN VEJETATIF UYUM TIPI
CESITLILIGINDE ESEYLI UREMENIN ROLU

Engin MANGIL

Yiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Dog¢. Dr. Omer ERINCIK
2017, 55 sayfa

Bu ¢alisma, Dogu Karadeniz Bolgesinde Kestane Kanseri etmeni Cryphonectria
parasitica’nin vejetatif uyum cesitliligini belirlemek ve bu gesitliligin olusumunda
eseyli iiremenin roliinu ortaya koymak amaciyla yliriitiilmiistiir. 2006 yilinda,
Artvin, Rize ve Trabzon illerinden se¢ilmis 3 farkli lokasyondaki kestane
agaclarindan kanserli doku 6rnekleri toplanmig ve izolasyon islemleri sonucunda
344 C. parasitica izolat1 elde edilmistir. izolatlarm vejetatif uyum (vc) tipleri
Avrupa testerlari ile besi ortamu tizerinde eslestirilerek belirlenmistir. Test edilen
izolatlarin 235’1 (%68,3) EU-1, 23’1 (%6,7) EU-17, 21’1 (%6) EU-12 ve 14’1
(%4) EU-3 ile uyumlu olarak bulunurken, 51 izolat hi¢bir Avrupa grubu vc tipi ile
uyumlu bulunmamistir. Uyumsuz bulunan bu izolatlar kendi aralarinda 6 uyum
grubuna ayrilmis ve bu gruplar tarafimizdan TU-1 (6,4%), TU-2 (2,6%), TU-3
(1,2%), TU-4 (1,7%) ve TU-5 (0,9%) olarak adlandirilmigtir. Toplam 179 izolatin
mating tipleri spesifik primerler kullanilarak PCR yontemi ile saptanmistir. MAT-
1 ve MAT-2 eslesme tiplerinin bulunma oranlar sirasiyla % 37,5 ve %55,3 olarak
bulunmustur. Onii¢ izolatta her iki MAT alleli tespit edilmis ve bu izolatlar
heterokaryon olarak tanimlanmustir. Toplam 130 kanser 6rneginde peritesyumlarin
varligina rastlanmig ve bu durum C. parasitica’nin yorede eseyli tirediginin en
Onemli gostergesi olarak kabul edilmigtir. Toplam 21 kanser Orneginden
peritesyum basina en az 25 adet tek askospor elde edilmis ve bunlarin vejetatif
uyum tipleri belirlenmistir. Toplam 14 kanserin peritesyumlarindan elde edilen tek
askosporlar arasinda ebeveyn izolat ile vejetatif uyum gostermeyen izolatlar
saptanmustir. Bu ¢alismadaki bulgular Dogu Karadeniz Bolgesinde C. parasitica’
da vc tip gesitliliginde bir artisin oldugunu ve bu artista eseyli liremenin 6nemli bir
roliiniin bulundugunu ortaya koymustur.

Anahtar sozciikler: Kestane kanseri, Cryphonectria parasitica, vejetatif uyum,
mating tip, eseyli lireme Ve VC tipi cesitliligi






ABSTRACT

ROLE OF SEXUAL REPRODUCTION in VEGETATIVE
COMPATIBILITY TYPE DIVERSITY of Cryphonectria parasitica,
CAUSAL AGENT OF CHESTNUT BLIGHT, in THE EASTERN
BLACKSEA REGION

Engin MANGIL

Ms.C. Thesis, Department of Animal Sciences
Supervisor: Dog. Dr. Omer ERINCIK
2017, 55 pages

This study aimed at determining vc type diversity of Cryphonectria parasitica in
the Eastern Black Sea Region of Turkey and understanding role of sexual
reproduction in this diversity. In 2016, cankered bark samples were collected from
chestnut trees from three different locations of Artvin, Trabzon and Rize provinces
and a total of 344 C. parasitica isolates were obtained. Vc types of the isolates
were identified by pairing of the isolates with the European vc testers on media.
Among the isolates tested, 235 isolates were compatible with the European vc
testers, EU-1 (68%), 23 were EU-17 (6,7%), 21 were EU-12 (6%) and 14 were
EU-3 (4%) whereas 51 isolates were not compatible with any of the European
testers. The unidentified vc types were divided into six groups that were named
TU-1 (6,4%), TU-2 (2,6%), TU-3 (1,2%), TU-4 (1,7%) and TU-5 (0,9%). Mating
types of 179 isolates were detected by using a PCR with spesific primers. MAT-1
and MAT-2 comprised of 37,4% and 55,3%, respectively. Thirteen isolates were
heterokaryotic carrying both mating alleles. Perithecia were found in 130 bark
samples, evidencing that C. parasitica commonly reproduce sexually in the region.
Single ascospore isolates were obtained from the perithecia of 21 field cankers and
at least 25 single isolates per perithecia were subjected to the vc type assay.
Numerous single ascospores from 14 cankers showing vegetative incompatibility
with the parent isolates were detected. The results indicated that the diversity of
vc types of C. parasitica increases in te Eastern Black Sea Region and this
increase can partially be related to the sexual reproduction.

Key words: Chestnut blight, Cryphonectria parasitica, vegetative compatibility,
mating type, sexual reproduction, vc type diversity
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ONSOZ

Ulkemizde iklim &zellikleri kestane yetistiriciligi icin elverisli olmasina ve yiiksek
bir liretim potansiyeli olmasina ragmen son yillarda gerek iiretim miktarlarinda
gerek ise kestane alanlarinda ciddi disiisler meydana gelmektedir. Bu
olumsuzluklarin basinda kestane agaglarini kisa siirede kurutup tahriplere yol agan
kestane kanseri hastaligi gelmektedir. Hastalik ile kiiltiirel miicadele kisith
sartlarda yapilabildigi i¢in en etkili yontem etmenin hipovirlent irklarindan
yararlanilarak uygulanan biyolojik miicadele yontemidir. Fakat biyolojik
miicadelenin basarisini olumsuz yonde etkileyen etkenlerin basinda; etmen
fungusun, uygulama yapilacak olan bolgedeki vc gesitliligi arttiran en Onemli
faktorlerden biri etmenin eseyli iliremesidir. Dogu Karadeniz Bolgesinde son
yillarda yapilan ¢aligmalarda ve ¢esitliliginin arttigi goriillmistiir. Bu artista eseyli
tiremenin etkisinin olup olmadiginin arastirilmas: kestane kanseri hastaliginin
miicadelesi agisindan Onem tasimaktadir. Bu amacgla hazirlanan ve Adnan
Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan desteklenen
calismamizda, ve ¢esitliliginin fazla oldugu bilinen Dogu Karadeniz Bolgesindeki
kestane alanlarindaki hastalikli agaglardan elde edilen C. parasitica’nin vc
gruplarimi ve mating tiplerini tespit ederek ortaya ¢ikan sonuglar fungusun eseyli
tiremesi sonucu meydana getirdigi peritesyum olusumlar1 yoniinden incelenmis,

eseyli iremenin vc ¢esitliligindeki rolii bildirilmistir.

Yiiksek lisansa bagladigim giinden, tez konumun belirlenme asamasinda ve
caligmalarimin sonuna kadar tecriibelerinden yararlandigim, bana olan manevi
desteginden ve giiveninden vazge¢gmeyen danisman hocam saymn Dog. Dr. Omer
ERINCIK’e sabrindan dolay1, Avrupa testerlarin temini asamasinda Prof. Dr.
Paola Cortesi ve Dr. Cecile Robin’e, arazi ¢aligmalarinda yardimci olan Nuri
KILIMCI’ye, laboratuvar caligmalarimda yardimci olan Ars. Gor. Sevdiye
YORGANCI, Sahra HOSSEINALIZADEH ve Zir. Miih. Tugba COP’e tesekkiir
ederim. Dogu Karadeniz kesane alanlarindaki arazi ¢alismalarimda verdikleri
desteklerden dolay1 Artvin Orman Bolge Midiirligii’'ne ve Trabzon Orman Bolge
Mudiirliigii’ne ¢ok tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Kayingiller (Fagacea) familyasindan olan kestane, meyvesi yenilebilen ve gévdesi
odun veya kereste olarak sanayide kullanilabilen 6nemli bir bitkidir. Kestane
agaclari, dogal olarak Kuzey Yarim Kiire’de 1liman bdlgelerde yetismektedir.
Ticari amacla kullanilan Castane sativa, C. mollisima, C. dentata ve C. crenata
tirleri ile birlikte bu boélgelerde 13 tiirliniin oldugu bilinmektedir (Soylu, 1984;
Burnham vd., 1986).

Kestane agacinin, meyvesinin yani sira odunundan, yapraklarindan, ¢i¢eklerinden
ve kabuklarindan faydalanilmaktadir. Karbonhidratlarca ¢ok zengin olan kestane,
nisasta ve seker icermektedir. Ayni zamanda vitamin ve mineral olarak da zengin
ve saglikli bir protein kaynagidir. Besin degeri olarak C ve A vitamleri yoniinden
zengindir (Ulkiimen, 1973). Bunun disinda &zellikle bebeklerde kalp ve damar
sagligi ve uygun norolojik gelisim igin gerekli olan linoleik asit igeren, yiiksek
oranda esansiyel yag asitlerine sahiptir. Yaginda ise zeytinyaginda bulunan
palmitik asit ve oleik asit bulunmaktadir (Anonim, 2016).

Kestanenin canli odunu sar1 renkte ve 6z kismi koyu kahve renktedir. Kereste
olarak insan hayatinda onemli bir yeri vardir. Aga¢ kabuklarindan tanen elde
edilebildigi gibi meyve kabuklarinin ve yapraklarimin da tanen icerdigi
bilinmektedir. Ozellikle suya dayanikli olmasi nedeniyle sepet, mobilya, fic1,
gemi, tekne ve demiryollari yapiminda kullanilmaktadir. Ayrica icerdigi tanen
sayesinde deri sanayisinde de kullanilmaktadir (Westwood, 1993; Anonim, 2016).

Diinyada kestane yetistiriciligi yapan baslica iilkeler Cizelge 1.1’de gosterildigi
iizere Cin, Kore, Japonya ve Akdeniz iilkeleridir. Ulkemiz kestane yetistiriciligi
yoniinden bakildiginda toprak ve iklim 6zellikleri bakimindan ¢ok uygun olmasi
nedeniyle onemli bir iiretim potansiyeline sahiptir. Tiirkiye yillik 60019 tonluk
iiretimiyle, 1650000 ton iireten Cin ve 79902 ton iiretim yapan Kore’den sonra
diinya iizerindeki iiretimde 3. sirada yer almaktadir. Bu iilkeleri sirasiyla Italya ve
Yunanistan takip etmektedir (Anonim, 2013).



Cizelge 1.1. Diinya’daki 2013 y1l1 kestane tiretim miktarlar1 (Anonim, 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

Ulkemizde kestane, Dogu Karadeniz’den baslaylp Marmara Bolgesi ile Ege’den
Akdeniz Bolgesine kadar hemen hemen her bolgede yetismektedir (Soylu, 1997).
Karadeniz’de 700-800 m yiiksekliklere kadar diger orman agaglari ile birlikte kiy1
boyunca yayilmaktadir. Ege ve Marmara Bolgelerinde ise orman agact olmasinin
yan sira kiiltiire alinarak tarim arazilerinde yetistirilmektedir. Ulkemizdeki
kestane tiretim miktarlarina bakildiginda ise Ege Bolgesi 36803 tonluk iiretimiyle
1. sirada yer almaktadir. Ege Bolgesinden sonra 20707 tonluk fretimiyle
Karadeniz Bolgesi gelmektedir (Anonim, 2014) (Cizelge 1.2).



Cizelge 1.2. Tirkiye’de bolgelere gore 2014 yili kestane iiretim alanlar ve
miktarlar1 (Anonim, 2014).

Bolgeler Uretim Alam (ha) Uretim Miktar (ton)
Ege 94.017 36.803
Karadeniz 4211 20.707
Marmara 12.851 6.150
Akdeniz 80 88

Diger 5 14

Istilac1 bir aga¢ olmasi nedeniyle diinya iizerinde milyonlarca hektar yayilma
alanina sahip olmasi ile bilinen kestane; 1900 yillarimin baglarindan itibaren,
kestane kanseri hastaliginin tahribati altinda kalmis ve bu hastalik yiiziinden tiim
diinya tizerindeki Kestane alanlarinda 6nemli 6lglide azalmalar meydana gelmistir
(McDonaold, 1993). Diinya iizerinde ilk kez Amerika Birlesik Devletleri’nin New
York eyaletindeki bir hayvanat bahgesinde Herman Merkel tarafindan 1904
yilinda teshis edilmesine ragmen hastaligin Asya kdkenli oldugu diigiiniilmektedir
(Merkel, 1905’¢ atfen Anagnostakis, 2001). Nitekim Frank Mayer tarafindan
yapilan arastirmalarda kanserin varligt 1913 yilinda Cin ve 1915 yilinda
Japonya’da da saptanmigtir (Heiniger ve Rigling, 1994; Robin ve Heiniger, 2001).
Hastalik kisa siirede ABD’nin diger eyaletlerine, daha sonra da Avrupa tilkelerine
yayllmig ve takip eden yillar igerisinde olusturdugu epidemiler ile milyarlarca
kestane agaglarinin 6liimiine neden olmustur (Griffin, 1986; Milgroom ve Cortesi,
2004).

Avrupa’daki yayilimina bakildiginda ise ilk kez 1938 yilinda Italya’da Genova’nin
30 km kuzeyindeki kestaneliklerde bulunan Avrupa Kestanesi (C. sativa) iizerinde
tespit edilerek 4 yil gibi bir siirede bu bolgedeki kestane alanlarinin yarisina kadar
yayildigr bildirilmistir (Biraghi, 1950). Hastalik Amerika’da oldugu gibi bu
bolgede de hizla komsu iilkelere yayilarak batidan doguya dogru ilerlemistir.
Ispanya’da 1947 yilinda, isvigre’de 1948 yilinda, Slovenya’da 1950 yilinda,
Hirvatistan’da 1955 yilinda ve Fransa’da 1956 yilinda rapor edilmistir. Takip eden



yillarda hastalik diger {ilkelere de yayilarak 1968 yilinda da Tirkiye’de
gortilmiistiir (Robin ve Heiniger, 2001; Akdogan ve Erkman, 1968).

Giliniimiizde ise etmen, Asya’dan Afrika’ya, Kuzey Amerika’dan Asya’ya kadar
bir¢ok kestane iiretimi ve kestane yetisen iilkelerde tespit edilmis ve son yillarda
verime onemli derecede etki etmistir (Anonim, 2005). Cizelge 1.3’de diinyada
onemli kestane {ireticisi iilkelerin 1993 ve 2013 yilllarindaki kestane iretim
miktarlar1 verilmistir. Buna gore tiim {ilkelerde kestane {iretiminde ciddi
azalmalarm oldugu goriilmektedir. Ulkemizde de kestane iiretiminin yillara gore
azalmasindaki en Onemli nedenin Cryphonectria parasitica nin neden oldugu
kestane kanseri hastaligi oldugu diistiniilmektedir (Soylu, 2004).

Cizelge 1.3. Diinyada 6nemli kestane {ireticisi iilkelerin 1993 ve 2013 yilllarindaki
kestane iiretim miktarlari (tiretim/ton) (Anonim, 2013)

Ulkeler 1993 2013
Italya 67722 49459
Kore 80994 67902
Ispanya 23847 17200
Tirkiye 80000 60019

Ulkemizde ilk kez Marmara Bolgesi’nde saptanan hastalik, 1967 yilinda
goriilmiistiir (Akdogan ve Erkman, 1968). Daha sonra patojen Bati Karadeniz’e
dogru vyayilarak; Kocaeli, Istanbul, Sakarya ve Bolu’daki kestaneliklerde
kurumalara neden olmustur (Delen, 1975). Hastalik Karadeniz Bolgesi’ndeki
kestaneliklere yayilirken 1994 yilinda Balikesir’de de rapor edilmistir (Coskun ve
Kural, 1994). Bu yildan itibaren Ege Bolgesinde de goriillen kestane kanseri
Canakkale, Manisa, Izmir ve Kiitahya illerinden (Celiker, 2000) sonra son olarak
kestane tiretiminin en ¢ok yapildigi yer olan Aydin’da tespit edilmistir (Erincik
vd., 2003).

Etmen agaca bulastigindan itibaren belli bir inkubasyon siiresinden sonra dal,
siirgiin ve govdede belirtiler goriilmeye baslar. Ik simptomlar, &zellikle geng
stirglinlerin ve ince dallarin {izerinde kabuk dokusu kendi rengini kaybederek
turuncu, sar1 ve kirnizimsi kahve renkte nekrozlar olustururarak meydana gelir



(Anonim, 2005) (Sekil 1.1a). Etmenin salgiladigi toksinler yiiziinden kambiyum
dokularindaki hiicreler 6lmeye baglar (Delen, 1979; McCarrol ve Thor, 1985).
Kambiyumdaki bu hiicre 6liimleri kisa siirede artip etmen hizli bir sekilde gelisirse
kabuk lizerinde ¢okelmeler baslar. Ayni sekilde etmen daha yavas sekilde gelisirse
kabuk dokusunun altindan yeni saglikli doku olusarak, 0 bdolgenin sigskin ve
zamanla catlak goriinmesine neden olur (Gravat, 1949) (Sekil 1.1b). Hastalikli
kisimda etmenin kabuk tizerinde olusturdugu, gézle goriilebilen sari-turuncu veya
kirmizimsi renkte, toplu igne basi biiylikliiglindeki ve nemli havalarda igerisinde
milyonlarca konidinin bulundugu turuncu-sari renkte, kivrik sirruslarin gelistigi
stromalar da hastalig1 teshisinde 6nemli rol almaktadir (Sekil 1.1c). Bu stromalarin
icerisinde etmenin eseyli lireme yapist olan peritesyumlar veya eseysiz ilireme
yapist olan konidiler olugmaktadir (Murrill, 1906’ya atfen Rittenour, 2005).
Hastaligin diger tipik belirtisi ise kabuk dokusu siyrildiginda odun dokusu ile
arasinda olusan fungusun miselyal gelisimidir (Heiniger ve Rigling, 1994).
Zamanla kanserli bolgenin list tarafindaki yapraklar sarims1 kahverenge doniiserek
kurur ve oOlir. Kuruyan bu yapraklar genelde dokiilmeden kis boyunca agag
iizerinde kalabilmektedir. Kanserli bolgenin alt tarafindaki yapraklar ise saglikli
olarak goriilebilmektedir ve bu kisimlardan yeni siirgiinler gelismektedir. Her ne
kadar yeni siirglinler gelse de belli bir siire sonra etmen yeni siirglinlere de
ulagarak kurumalara neden olur ve agacin tamamu oliir (Anagnostakis, 1997; Erdin
ve Kose, 2003).



Sekil 1.1. Kestane kanseri hastaliginin kabuk dokusu iizerinde meydana getirdigi
belirtiler:  Cryphonectria parasitica’nin  turuncu, sar1 renkte
olusturdugu nekrozlar (a) (Rize, 2016), Kanserli bolgede olusan
catlaklar (b) (Trabzon, 2016), Cryphonectria parasitica’nin kabuk
dokusunda olusturdugu turuncu renkteki stromalar (c) (Artvin, 2016)



Kestane kanserinin goriildiigii iilkelerde hastalik, ¢ok genis alanlarda tahribatlara
yol acmaktadir. Agaclarin kurumasina ve 6lmesine neden olan bu hastali§in
kimyasal yolla miicadelesi, fungisitlerin gerek kabuk i¢indeki fungusa yeteri kadar
etki gostermemeleri ve gerekse de Kestaneliklerin topografik yapisi nedeniyle
uygulamalarindaki zorluklar g6z oOniinde bulunduruldugunda pek mimkiin
goriilmemektedir (Delen, 1979; Delen, 1980). Cok tahripkar ve miicadelesi ¢ok
stirlt bir hastalik olmasi nedeniyle, kestane kanseri i¢ ve dis karantinaya tabii bir
hastaliktir  (Anonim, 2005). Karantina uygulamalarinin yanisira, dayanikli
cesitlerin yetistirilmesi ve sanitasyon uygulamalari ile hastalik kontrol edilmeye
caligilsa da bugiine kadar yayilmasinin Oniine etkili bir sekilde ge¢ilememistir
(Jaynes ve Van Alfen, 1977; Burnham, 1981).

Hastalik kontrolii ig¢in en etkili yontem hipoviriilensligin kullanildig1 biyolojik
miicadeledir. C. parasitica’nin hipoviriilent irklart kullanilarak yapilan biyolojik
miicadele Italya ve Fransa’da basarili bir sekilde uygulanms, olumlu sonugclar
alinmistir (Heiniger ve Rigling, 1994). Hipoviriilent irklar, viriilent irklarin aksine
enfekte ettigi agaclarda kurumaya ve 6limlere neden olmamaktadir. Olusturdugu
catlaklar daha yiizeysel olup ilerleyen zamanlarda agag kallus dokusu olusturarak
bu yara ve ¢atlaklar1 kendisi kapatabilmektedir. Bu irklarin daha diisiik siddetle
enfeksiyon gostermelerinin sebebi sitoplazmalarinda bulunan dsRNA viriisleridir.
Anastomosis yolu ile hipoviriilent iwrklarda bulunan dsRNA virilisleri diger
bireylere gecebilmektedir. iki birey arasinda gegisin olabilmesi igin bireylerin aym
vejetatif uyum grubu igerisinde olmasi gerekmektedir. Gegis sonrasi olugan 1rklar,
yapilarindaki dsRNA viriisleri sayesinde daha diisiik siddetli kanserlere neden
olmaktadir. Bu ydntem biyolojik miicadelenin esasint  olusturmaktadir
(Anagnostakis ve Jaynes, 1973; Milgroom, 1995; Milgroom ve Cortesi, 2004).
Hipoviriilensligin kendiliginden yayilmasindaki en 6énemli etken dogada bulunan
C. parasitica bireylerinin arasindaki vejetatif uyum gesitliligidir. Bireyler arasinda
vejetatif uyumsuzluk olustugu durumlarda iki birey arasinda anastomosis
gerceklesememekte  ve  bunun  sonucu  olarakta  dSRNA  viriisleri
aktarilamamaktadir. Avrupa’da tanimlanmis birbiri ile uyusmayan 74 farkl
vejetatif uyum grubunun oldugu g6z oOniinde bulunduruldugunda dsRNA
virlislerinin yayilmasmin ¢ok da kolay olmadigi goriilmektedir (Cortesi ve
Milgroom, 1998; Robin vd., 2000). Nitekim, yiiksek vejetatif uyum cesitliliginin
oldugu yerlerde anastomosiz olusma olasiligi diismekte ve bu da dsRNA’nimn



dogada yayilmasini yavaglatmaktadir (Anagnostakis vd., 1986; Huber ve Fulbright
1994; Liu ve Milgroom 1994).

C. parasitica’nin yayilmasi hem seksiiel hem de aseksiiel tireme sonucu olusan
inokulumlarla olabilmektedir (Fullbright, 1999; Milgroom, 1995). Hastaligin
yayilmasinda inokulumun tipine bagli olarak basta yagmur ve riizgar olmak iizere
bocekler ve kanserli doku ile temas eden hayvan tiirleri dahil bir ¢ok faktoriin
etkili olabildigi bildirilmektedir (Delen, 1975; Sharf ve DePalma, 1981). Aseksiiel
iireme sonucu olusan konidiosporlar kanser iizerinde stroma adi verilen yapinin
iizerinde yapigkan bir madde ile birbirlerine tutunmus olarak olusurlar. Yagmurlu
havalarda yagmur damlasi ile 1slanan yapiskan madde igerisindeki sporlar yagmur
damlasia karisir ve yagmur damlasinin sigradigi mesafeler igerisinde sporlar
yayilir. Bu nedenle aseksiiel iireme sporlarinin tasinmasi ancak kisa mesafelerde
olur (Milgroom, 1995). Bu tip yayilmalarin oldugu alanlarda hastalikli agaglar
birbirine yakin ve kiime halinde goriinmekte ve hastaligin yillara gére yayilma hizi
yavas olmaktadir (Campbell ve Madden, 1990). Ancak bdyle durum eseysiz
sporlarin hastaligin epidemiyolojisinde 6neminin olmadigini gostermez. Nemli ve
yagish havalarda spor ¢ikislari olabilir. Bu sporlar ayni bahge icerisinde birbirine
komsu olan agaglarin bulagsmasinda son derece etkilidir.

Etmenin eseyli inokulumu yine kanser iizerinde stromalar icerisinde peritesyum
ad1 verilen yapi igerisinde olusan askosporlardir. Askosporlar, peritesyumda
basingla disar1 atildigi i¢in havada serbest kalarak riizgara karigabilir ve sonrasinda
rliizgarla uzak mesafeler igerisinde tasinabilirler. Boylesine bir yayilmada,
hastalikli agaglar tesadiifi olarak daginik sekilde bulunurlar ve hastaligin yillara
gore yayilmasi olduk¢a hizlidir (Campbell ve Madden, 1990). Nitekim; ABD de
hastaligin yilda yaklagik 40 km hizla yayilmasindan seksiiel askosporlarin sorumlu
oldugu bildirilmektedir (Fullbrigtht, 1999). Bu haliyle askosporlarin hastaligin
epidemiyolojisinde ¢ok 6nemli oldugu diistiniilebilir. Ancak C. parasitica eseyli
iiremesini engelleyen bazi faktorler nedeniyle, bir ¢ok cografyada etmenin eseyli
iremedigi goriilmektedir. Bunun nedenlerinden en O&nemlisi C. parasitica
heterotallik bir fungus olmasi, heterokaryon bireyler harig, tek bir C. parasitica
bireyinin kendi kendine eseyli tiremesinin miimkiin olmamasidir (Milgroom, 1995;
Marra ve Migroom, 2001). Heterotallik goriilen bireylerde eseyli iiremenin
olabilmesi igin esey yoniinden uyumlu iki bireyin bir araya gelerek eslesmeleri
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 igin biri MAT-1
alleline sahip iken digerinin MAT-2 allelini tasimas1 gerekmektedir. Bu nedenle
eseyli lireme daha c¢ok diinya {izerinde her iki mating tipin karigik olarak
bulundugu populasyonlarda goriilmektedir. Bir popiilasyonda eseyli iiremenin en
iyi ~ gostergelerinden biri MAT-1:MAT-2 oranmmin 1:1 civarinda olmasidir
(Milgroom, 1995).

C. parasitica’nin eseyli iireyen bir populasyona sahip olmasi hastaligin
miicadelesinde bazi olumsuzluklarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu
hususlardan bazilar1 asagida belirtilmistir.

1-Eseyli iireme goriildiigii yerlerde, patojen populasyonunun degismesinde énemli
rol oynamaktadir. C. parasitica’da vc cesitliliginin artmasina neden olan en
onemli faktorlerden biri eseyli tiremedir (Cortesi ve Milgroom, 1998; Cortesi vd.,
2001). Eseyli tireme farkli vc tiplere sahip bireyler arasinda gergeklestiginde her
iki ebeveynden gelen, vejetatif uyusmazliga neden olan vegetative incompatibility
(vic) genlerin rekombinasyonu yeni vc tiplerin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir.
Tanis1 yapilmig 6 farkli vic geninin iki farkli allelinin kombinasyonu 64 farkli vc
tipi meydana getirmektedir (Cortesi ve Milgroom., 1998). iki farkli vc tipi
aralarinda eseyli olarak eslestiginde tasidiklart vic gen ve allel sayilar
ebeveynlerden farkli yeni vc tiplerin sayisinda belirleyici olmaktadir. Ornegin
Aydin’da yiiriitiilen bir laboratuar calismasinda yorede yaygin olarak bulunan EU-
1 ve EU-12 vc tiplerinin laboratuar kosullarinda ¢aprazlamasindan ebeveynlerden
farkli en az 14 yeni vc tipin olustugu ortaya konmustur (yayinlanmamig veri).
Kuzey Amerika’da ve Avrupa’da etmenin peritesyumlarinin bulundugu {ilkelerde
ve tip ¢esitliliginin yiliksek oldugu bildirilmektedir (Milgroom ve Cortesi, 1999).

2-Hipoviriilent bireylerde dsSRNA’nin etkilerinden biri disi karakterdeki bireylerde
kisirlik yaratmasi olup eseyli liremeyi sinirlandirmasidir. Ayrica disilerde eseyli
iiremede askospor olusumu sirasinda viriis askosporun sitoplazmasina
gegmemekte ve olusan askosporlar viriisten ari olmaktadirlar. Her ne kadar
hypoviriisler disi bireyde kisirlik yaratsa da bircok durumda hypoviriilent
izolatlarin simirli sayida da olsa askospor olusturdugu gorilmistir (Milgroom,
1995). Bu durum etmenin viriisten ari yeni Ustiin saldirgan strainlerinin ortaya
¢ikmasina neden olabilir.
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3-Yukarida bahsedilen olumsuzluklara ek olarak C. parasitica’da eseyli iireme
hastaligin epidemisini hizlandirmaktadir. Eseyli lireme sonucu olusan askosporlar
rizgarla daha uzak mesafelere tasmabildiginden hastaligin bolgede hizh
yayilmasina neden olabilmektedirler (Milgroom, 1995). Oysa, ¢cogunlukla sigrayan
yagmur damlalari ile tasinan eseysiz konidiosporlarin hastaligi kisa mesafeler
icerisinde yaydigi, bununda hastaliin miicadelesinde avantaj sagladigi
bilinmektedir.

Ulkemizde son yillarda 6zellikle Karadeniz Bolgesi’nde C. parasitica’min vc
tiplerinin arttigi goriilmektedir (Akilli ve ark, 2013). Bu bdlgede etmenin
peritesyumlarina da tarafimizdan ve diger arastiricilar tarafindan rastlanmustir.
Ayrica bu bolgeden alinan oOrneklerde vc ¢esitliliginin de yiiksek oldugu
goriilmektedir. Ulkemizde herhangi bir bolgede meydana gelecek C.
parasitica’daki populasyon degisimi, riizgarla yayilma 6zelligi olan bir patojen
olmasi nedeniyle diger kestane bdlgelerini de yakindan ilgilendirmektedir. Orta,
Bati Karadeniz ve Ege Bolgesi’nde vc g¢esitliliginin halen diisik olmasi bu
bolgelerde hipoviriilent 1rklarin kullanilacagi biyolojik miicadele igin son derece
ideal bir durumdur. Bu durumun korunmasi i¢in vc tip cesitliliginin artmasina
neden olabilecek kosullari incelenmesi, degisim gosteren populasyonlarin takip
edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle bu c¢alismanin amacini, Dogu Karadeniz
Bolgesi’nde genetik yonden farkli bir populasyon yapisinin oldugu diisiiniilen
Cryphonectria parasitica’nin  vc  ¢esitliliginde eseyli liremenin roliiniin

aragtirilmasi olusturmaktadir.
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Genel Tanim
2.1.1. Taksonomi

Kestane kanseri hastaligina neden olan etmen ilk olarak 1906 yilinda Murril’in
yaptig1 caligmalar sonucunda Dioporthe parasitica olarak adlandirilmigtir. Daha
sonraki yillarda etmen Endothia cinsine transfer edilerek 1912 yilinda Endothia
parasitica (Murr.) And. ve And. olarak isimlendirilmistir (Shear vd., 1917). Barr
ise 1978 yilinda yaptig1 ¢aligma sonucunda hastalik etmeni ile Endothia’nin farkli
familyalardan oldugunu, kestane kanseri etmenin Valsaceae familyasindan;
Endothia’nin ise Gnomoniacea familyasindan oldugunu rapor ederek etmenin
cinsi Crpyhonectria olarak adlandirmistir (Micales ve Stipes, 1987). Kestane
kanseri etmeni Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr, Ascomycota subesinin
Pyrenomycetes smifina ait Diaporthales takiminin Valsaceae familyasinda yer
almaktadir.

2.1.2. Morfoloji

Fungus hem eseyli hem de eseysiz iireyebilmektedir. Etmen, iireme yapilarini
kanserli kabuk dokular1 tizerinde olusan g¢aplari 0,5-4 mm arasinda degisen ve
yiiksekligi ise 2,5 mm ye kadar olabilen stroma adi verilen turuncu renkli fungal
dokular igerisinde meydana getirmektedir (Anagnostakis ve Kranz,1987;
Milgroom, 1995). Stromalarin iginde olusan piknidiumlarin igerisinde iizerinde
silindirik, oval bazen kivrik sekilde saydam bdlmesiz 2-3 x 1 pum biiytikliigiinde
konidiler olusmaktadir (Ellis ve Ellis, 1985). Konidiler olgunlastiktan sonra nemli
kosullarda piknidiumlar1 delerek yapiskan bir akinti seklinde disar1 ¢ikarlar. Kuru
havayla temas eden yapiskan madde hizla kuruyarak sirrhus adi verilen sar1 renkli
kivrik yapilar olusturur. Eseyli tiremede, stromalarin igerisinde 10-20 adet
peritesyum meydana gelebilir. Olusan bu peritesyumlarda igerisinde 32-55 X 7-8,5
um boyutlarinda askuslar yer almaktadir. Her askusun igerisinde de iki sira halinde
8 adet askospor bulunmaktadir (Mara ve Milgroom, 1999; Fulbright, 1999).
Askosporlar 10 x 4 pum biyiikligiinde, iki hiicreli, bolmeli ve bélme yerinde
biiziilme bulunmaktadir.
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2.1.3. Hastahgin Yayilmasi

Kestane Kanseri C. parasitica nin eseyli ve eseysiz sporlart ile kanserli dokulara
temas eden hareket halindeki her tiirlii canli (bocekler, kuslar, kemirgenler ve
insan vb.), as1 kalemi ve fidan gibi hastalikli bulagik iiretim materyali ile
yayilmaktadir. Eseysiz iireme sonucunda yapiskan madde igerisindeki olusan
konidiler, yagish havalarda sigrayan yagmur damlalarina bulagarak riizgarin da
etkisiyle kisa mesafelere dagilarak yayilmaktadirlar (Fulbright, 1999). Eseyli
tiremede ise peritesyumlarda olusan askosporlar disar1 basingla atilmakta ve
havada serbest kalarak basta riizgar olamak fiizere hava hareketleri ile uzak
mesafelere tasiabilmektedirler (Milgroom, 1997; Guerin vd., 1999).

Eseysiz tireme sporu olan konidilerden olusan yeni bireyler ebeveyn fungusun
genetik 6zelligini tagidigi igin, bu iireme sekli populasyonun genetik gesitliliginde
onemli bir degisiklik meydana getirmemektedir. Cesitlilik daha ¢ok C.
parasitica’nin ~ eseyli  lreme  gergeklestirdigi  popiilasyonlarda meydana
gelmektedir. Fakat bu tireme dogada smirli olup her cografyada meydana
gelmeyebilmektedir. Ctinkii C. parasitica ¢ogunlukla heterotallik bir fungus olup
boyle bir birey kendi kendine eseyli iireyemez. Heterotallik bireyler MAT geninin
allelleri olan MAT-1 ve MAT-2 den sadece birine sahiptir ve eseyli tireme MAT-1
ve MAT-2 allelerine sahip olan bireyler arasinda gergeklesir. Ayrica eseyli lireme
genetik yonden farkli iki birey arasinda gergeklesmis olmasi durumunda yeni
olusan bireyler genetik yonden ebeveynlerinden farkli olurlar. Bu nedenle eseyli
iiremenin oldugu populasyonlarda genetik ¢esitlilik fazladir.

2.1.4. Hastah@in Patolojisi

Etmen bir yara paraziti oldugu igin kestane agaglarinin siirgiin, dal ve gévdesinde
olusan dogal acikliklardan, yaralardan ve kabukta meydana gelen catlaklardan
giris yaparak hastaliga neden olmaktadir. C. parasitica meyve hari¢ biitiin toprak
istii organlarda enfeksiyonlara neden olmaktadir (Jaynes ve DePalma, 1984;
Anagnostakis ve Kranz, 1987; Heinigier ve Rigling, 1994). Etmen enfekte oldugu
yerlerde uzun siire canliligin siirdiirebilmektedir. Kabuk dokusunda olusturdugu
miseller yaklasik 10 ay kadar, konidiler 1 yila kadar ve eseyli lireme sporu olan
askosporlar da yaklasik 2,5 yil kadar yasayabilmektedir. Kanserli bolgedeki kabuk
dokusunda misel olarak kisi gegirebilen C. parasitica, iklim sartlarina gére bu
kisimlarda olusturdugu stromalarin igerisinde piknidium veya peritesyum olarak
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da kislayabilmektedir (Hepting, 1974, Guerin vd., 1999). Askospor ¢ikislari, kig
aylarinda iklimin elverigsiz olmasit nedeniyle kanserli bdlgedeki gelisim
yavagladigi i¢in Mart aymdan itibaren baslayarak Ekim ayma kadar devam
etmekte ve Mayis ayinda ise ¢ikiglar en ist seviyeye ulagsmaktadir. Sicak ve kurak
hava kosullarinin oldugu yaz aylarinda etmenin enfekteli oldugu agaclarda kanser
gelisiminin kig aylarina gore daha fazla gerceklestigi bildirilmistir (Guerin ve
Robin, 2003).

2.1.5. Hastah@in Miicadelesi

Hastalik tespit edildikten sonra, kisa siirelerde tahribatlara ve kurumalara yol agtigi
icin ABD’deki ilk teshisinden itibaren giliniimiize kadar birgok miicadele yontemi
denenmis fakat etkili ve pratige dayali bir yontem bulunamamigtir. Sanitasyon ile
miicadele, ilk olarak Murril tarafindan 1906 yilinda hastaligin inokulum kaynagi
olan hastalikli dallarin budanip yok edilmesi, kanserli agaglarin kesilerek
yakilmasi Yyoluyla onerilmistir (Anagnostakis, 1988). Yapilan uygulamalara
ragmen hastalik gene de yayilmaya devam ettigi, sanitasyonun tek basina etkili bir
yontem olmadigr goriildiigii igin ABD’de 1911 yilinda hastalikla ilgili karantina
yasas1 yiiriirliige girmistir. Hastaligin yayilmasini 6nlemek amaciyla yiiriirliige
giren yasa ile kestane alanlarinda eradikasyon uygulamalarina baglanilmis ama
hastaligin yayilmasina engel olunamamistir (Anagnostakis, 1982). Avrupa’da da
hastalifin goriilmesinden sonra benzer uygulamalar yapilmis fakat yayilmasina
engel olunamadigi igin bir siire sonra bu uygulamalardan vazgecilmistir (Pavari,
1949, Rittenour, 2005). Eradikasyon ve sanitasyon yontemlerinin etkili olmamasi
iizerine kimyasal yol ile miicadelesi {izerine bazi1 ¢alismalar yapilmistir.
Denemeler kullanilan Bavistin (Carbendazim), Benlate (Benomyl) ve Enovit
Stiper (Thiophanatemethly) gibi sistemik fungisitler hastalik tizerinde -etkili
olmasina ragmen, meyve iizerinde biraktigi kalinti, viriilent irklarin kazandigi
dayaniklik ve hipoviriilent irklar {izerine yapabilecegi olumsuz etkiler yiiziinden
tavsiye edilmemistir (Delen, 1980).

Hastaligin Avrupa’da goriilmesinden yaklasik 15 yil sonra yapilan aragtirmalarda
baz1 hastalikli agaglarin kanser olmalarina ragmen dlmedikleri gézlemlenmis ve
bunun nedenini hastalik yapma 6zelliginin diisiik oldugu fungus 1rklart oldugu ilk
kez 1950 yilinda rapor edilmistir (Biraghi, 1950). Fransiz mikolog Jayne Grente
Italya’daki yiizeysel kanserli agaclardan ornekler alarak kanserli agaglara
uygulamis ve uygulama yaptigi agaglarda kanserin gelismesinde yavaslama ve
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durma gorerek uyguladigi izolatlar1 hipoviriilent tiir olarak adlandirmistir.
Uygulama yaptig1 agaglardan tekrar izolasyon yaptiginda ise hipoviriilent irkin
cogaldigini ve anastomis yoluyla viriilent irklarin hipoviriilent 1rklara doniistiigiinii
bildirmistir (Grente, 1965). Hipoviriilent irklarin yapilarindaki dsRNA viriisleri
anastomosis ile viriilent irklara gecis saglayarak doniistiiriilen irklarin daha
yiizeysel kanser yaptigi ve kanserli dokularda iyilesme yaptigi gézlenmesinden
sonra bu alanda caligmalar artarak kanserin miicadelesinde biyolojik yontemler
tizerinde yogunlasilmaya baglanmistir (Van Alfen vd., 1975; Roanne vd., 1986;
Anagnostakis, 1988; Fulbright vd., 1988; Bisiach vd., 1988; MacDonald ve
Fulbright, 1991; Heiniger ve Rigling, 1994).

Hipoviriilent bireylerin yapisindaki dsRNA viriisleri sadece anastomosis yolu ile
diger bireye gegerek yayilabilmektedir. Iki birey arasinda anastomosis
olusabilmesi i¢in bireylerin aym vejetatif uyum (vc) grubunda olmasi
gerekmektedir. Bu yiizden hipoviriilensligin yayilmasindaki en énemli etkenlerin
basinda vejetatif uyum gruplar1 gelmektedir. Bir bolgede ve grup cesitliligi ne
kadar az ise hipoviriilensligin yayilmasi daha kolay oldugu i¢in hastalikla savagim
da biyolojik miicadele daha etkili olmaktadir (Anagnostakis, 1986; Liu ve
Milgroom, 1994).

Ulkemizde C. parasitica iizerine yapilan ¢alismalar sonucunda, kestane iiretiminde
onemli bir yerde olan Ege, Marmara ve Karadeniz Bolgelerindeki kestane
alanlarinda goriilen hastaligin ve grup cesitliligin az olmasi ve Avrupa izolatlariyla
uyumlu olmasi, bu bolgelerdeki kestaneliklerde yapilacak olan biyolojik
miicadelenin etkili olabilecegini gdstermektedir. Yapilan bazi ¢aligmalarda ise
aynt zamanda hipoviriilent klarm da  bolgelerdeki C. parasitica
popiilasyonlarinda bulundugu bildirilmis (Coskun vd., 1999; Celiker, 2000; Giirer
vd., 2001; Ac¢ikgoz vd., 2004; Celiker ve Onogur, 2004) ve kestane kanseri ile
biyolojik miicadele i¢in ¢alismalar yapilmistir (Celiker, 2000).

Biyolojik miicadelenin uygulanmasit ve hipoviriilensligin yayilmasinda C.
parasitica popiilasyonlarindaki vc gesitliligin artmasinda eseyli iiremenin 6nemli
olmas1 nedeniyle son yillarda cesitli iilkelerde yapilan bir¢ok ¢alisma ile C.
parasitica’nin yapisi vc tiplerin yaninda mating tipler yoniinden de calisilmaya
baglanmistir. C. parasitica’nin mating tiplerin dagilimini, peritesyum olusumlari,
hastalik dagilim desenleri iizerinden etmenin eseyli lremesi konularinda c¢ok
sayida calisma yiiriitiilmiistiir. Benzer ¢alismalar tilkemizde de yapilmis olup bir
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¢ok bolgenin vc tip ve mating tip durumlart ortaya konmustur. Bu ¢aligmalardan
bazilar1 agagida sunulmustur.

2.2. Yurt Disinda Yapilan Cahismalar

Italya ve Fransa’dan elde edilen 148 C. parasitica izolat1 kendi aralarinda vejetatif
uyum yoniinden eslestirildiginde 22 farkli vejetatif uyum grubu elde edilirken
(Grente, 1981°e atfen Anagnostakis vd., 1986) isvigre’nin 25 farkl1 lokasyonundan
toplanan 124 izolatin 12 vc grupta toplandigi ortaya konmus ve neredeyse her 10
izolatin bir vc grubunu temsil edebilecegi bildirilmistir (Bazzigher vd., 1981°e
atfen Anagnostakis vd., 1986).

Anagnostakis vd. (1986)’nin ABD’nin Connecticut eyaletinde C. parasitica’nin ve
grup cesitliligini belirlemek amaciyla yaptiklari bir ¢alismada toplam 165 izolatin
67 farkli vc gruba ayrildigimi bildirmiglerdir. Bir¢ok grupta sadece 1 izolat
bulunurken, 3 grupta 10°dan fazla izolat yer almustir. Karsilastirmak amaciyla
Italya’dan getirdikleri 197 izolat1 incelediklerinde 33 farkli vc grup oldugu
bildirilmistir. Bu sonuglara gore Avrupa’daki vc gesitliligin Connecticut’a gore
daha disiik oldugu bildirilmistir.

Bisseger vd., (1997) Isvicre’nin giineyinde yer alan Lumino ve Gnosca
bolgelerinden topladiklar1 148 C. parasitica izolatini incelemislerdir. Gnosca
bolgesinden inceledikleri 62 izolattin 16 vc grubuna ve Lumino bolgesinden
inceledikleri 86 izolatin 14 vc grubuna ayrildigini bildirmislerdir. Her iki bolgede
de olan toplam izolatlar igerisinden 71 tanesinde goriilen 1, 2 ve 3 olarak
adalandirilan gruplar baskin olarak bulunmustur. Mating tip dagilimina
bakildiginda Gnosca’da MAT-1 ve MAT-2 oraninin 1:1 oranina yakin oldugunu,
Lumino’da ise MAT-1 tipinin daha baskin oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
Lumino bdlgesinde 11 izolatin ve Gnosca bdlgesinde 14 izolatin MAT-1 ve MAT-
2 allellerinin her ikisini de tagidigini bildirmislerdir.

Cortesi vd. (1998)’ nin yaptiklar1 calismada 11 italyan altpopulasyonundan 20 vc
grup tester, 5 Isvigre altpopulasyonundan 26 vc grup tester C. parasitica izolatin
kargilagtirmiglardir. Toplamda bulunan 31 farkli ve grubundan, 15’inin her iki
iilkede de bulundugunu, 5 italyan grubun Isvigre’de bulunmadigimi ve 11 Isvigre
grubunun da Italya’da bulunmadigmi bildirmislerdir.  Her iki iilkede de
peritesyum gozlemlediklerini fakat bulunduklari bolgelerde vc ¢esitliligin az
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olmasi sebebiyle buralardaki eseyli iiremenin vc c¢esitliligine etkisinin olup
olmadiginin bilinmedigini rapor etmislerdir.

Milgroom ve Cortesi (1999) italya’nin Teona Bélgesinden 194 izolat ve Amerika
Birlesik Devletleri’nin Maryland eyaletinden 57 izolat, Bati Virginia eyaletinden
59 izolat, New York eyaletinden 60 izolat alarak calisma yapmuslardir. Yapilan
caligma sonucunda Teona’da 8 farkli vc grup (EU12, EU-10, EU-17, EU-2, EU-
14, EU-40) oldugunu, Maryland izolatlarindan 23’{iniin Avrupa gruplartyla
eslesirken 3’liniin eslesmedigini, Bati Virginia izolatlarindan 22’inin Avrupa
gruplariyla eslesirken, 3’liniin eslesmedigi, New York izolatlarindan 20’sinin
Avrupa gruplartyla eslesirken 14’iniin eslesmedigini bildirmislerdir. Ayrica
Italya’daki kanserli alanlarda fungusun eseyli iireme yapisi olan peritesyumun %0-
86 oraninda bulundugunu, Amerika’da ise %83 oraninda bulundugunu, tek mating
tip gorillen Zafferana’da peritesyum goriilmedigini rapor ederek vc grup
cesitliliginin bu bolgelerdeki eseyli liremeden dolay1 olabilecegini bildirmislerdir.

Hoegger vd. (2000)’nin isvicre’de yaptiklar1 bir ¢alismada dért farkli bolgeden
toplanan 143 C. parasitica izolatinin karakterizasyonu yapilmigtir. Calisma
sonrasinda hastalifin ge¢misinin en fazla oldugu Claro bdlgesinde 9 vc grubu
bulunurken diger yerlerde vc grup sayisi 1 ve 2 arasinda degismistir. Her iKi
eslesme tipinin de gorildigi dort lokasyon igerisinden ve grup sayisinin 1 ve 2
oldugu giineydeki popiilasyonlarda baskin olarak tek esey tipi, 9 vc grubu bulunan
Clora bolgesinde ise dominant bir esey tipin olmadigi ve bu yiizden eseyli
iremenin bu bolgede Onemli bir rol oynadigi bildirilmistir. Tim izolatlar
icerisinden 116’sinin MAT-1 allelini, 42’sinin MAT-2 allelini ve 13’tiniin hem
MAT-1 hem de MAT-2 allellerini tagidig1 rapor edilmistir.

Sotirovski vd. (2004) Makedonya ve Yunanistan’da yapmis olduklar1 ¢alismada
Makedonya’dan 786 izolat toplanmis, 5 ve tipine rastlanmistir (EU-1, EU-2, EU-
10, EU-12, EU-22). Ayrica mating tiplerinin de incelendigi ¢alismada 173 izolatin
MAT-1, 6 izolatin MAT-2 olarak bulundugu bildirilmistir.

Perlerou ve Diamandis (2006) Yunanistan’da yapmis olduklar1 ¢alismada elde
ettikleri 627 izolati inceleyerek, 4 farkli ve tipin (EU-12, EU-2, EU-10 ve EU-1)
oldugunu tespit etmigler ve higbir izolatta peritesyum gozlemlemediklerini,
bolgede tek mating tipin olabilecegini bu yiizden vc ¢esitliliginin diisiik oldugunu
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belirterek biyolojik miicadelenin basarili  bir sekilde uygulanabilecegini
bildirmislerdir.

Spica vd. (2006) nin Giiney italya’nin Calabria bélgesinden 4 farkli lokasyondan
toplanan C. parasitica izolatlarmin vc gruplar belirlemek i¢in yaptiklar1 ¢aligma
sonucunda bolgede 4 farkli ve grubun (EU-1, EU-2, EU-10 ve EU-12) oldugunu
tespit etmislerdir. MAT-1 ve MAT-2 mating tiplerinin 4 altpopulasyonda da
karisik olarak bulunduklar1 belirlenmistir. iki lokasyonda MAT-1 ve MAT-2 nin
orani 1:1 bulunmus olup etmenin bu lokasyonlarda eseyli tiredigi bildirilmistir.

Bragancga vd. (2007)’nin Portekiz’de yaptiklart bir ¢alismada Modeira ve Azores
adalarindaki alanlarindan toplanan 617 izolat incelenmis, 2 grubu Avrupa
izolatiyla eslesmeyen 9 vc grubu (EU-11, EU-12, EU-66, EU-1, EU-2, EU-28,
EU-33) tespit edilmistir. Mating tiplerine bakildiginda segtikleri 152 izolattan 67
izolatin MAT-1, 67 izolatinda MAT-2 ve 18 izolatin hem MAT-1 hem MAT-2
oldugu saptanmustir. Orneklerin tiimiinde peritesyum bulunma oram % 31 olarak
bulunmustur.

Krstin vd., (2008)’nin Hirvatistan da yaptiklar1 bir ¢alisgmada 10 farkh
populasyondan topladiklar1 338 C. parasitica izolatinin karakterizasyonunu
yapmuslardir. Toplam 204 izolatin esey tipine bakilarak biitiin lokasyonlarda
MAT-1 (103 izolat) ve MAT-2 (101 izolat) orani 1:1’e ¢ok yakin bulunmus ve
kanserlerde peritesyumun varligi gozlemlenmistir. Elde ettikleri sonuglar ile
etmenin eseyli {iredigi kanisina varilmis ve EU-18, EU-21 ve EU-22 vc
gruplarinin olusumunun EU-13’lin EU-1 veya EU-2 ile eseyli iiremesi sonucu
ortaya ¢ikmis olabilecegi bildirilmistir.

Montenegro vd., (2008)’nin yaptiklar1 calismada Ispanya’nin  kuzey-bati
bolgesinde yer alan A Coruna, Lugo, Ourense, Pontevedra ve Leon’dan toplam
539 izolat elde ederek vc ve esey tiplerini incelemiglerdir. Calisma sonucunda vc
cesitliligin olduk¢a diisiik oldugu, 2 vc grubun (EU-1 ve EU-66) Avrupa
gruplariyla eslestigi ve 4 vc grubun eslesmedigi toplamda 6 vc grubun bulundugu
bildirilmigtir. EU-1 grubunun baskin olarak goriildiigii Leon izolatlarinin
igerisinde tespit edilen hipoviriilent izolatlarin da EU-1 oldugunu bildirerek
bolgenin esey tipine baktiklarinda MAT-1 %97 oraninda goriilmesinin ve vc
cesitliligin cok az olmasi sayesinde biyolojik miicadelenin gelecekte basaril
olabilecegini bildirmislerdir.
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Robin vd., (2009) Fransa’min batisinda ve Ispanya’nin kuzeyinde yer alan
Pyrenees daglarinda yapmis olduklar1 calismada Hautes Pyrénées, Pyrénées
Atlantiques Navarra, Landes ve Dordogne bolgelerinden 682 izolat toplamis, 61
vc grup tespit edilmis ve 47 izolatin herhangi bir Avrupa vc gruplariyla
eslesmedigini bildirmislerdir. Toplamda 43 farkli lokasyondan toplanan izotlardan
280 tanesinin mating tiplerine bakilarak 101 izolatin MAT-1, 151 izolatin MAT-2
ve 28 izolatin da heterokaryon oOzellik gosterdigini bildirerek her bolgede
dominant vc gruplarinda iki esey tipinin de oldugunu rapor etmislerdir.

Kristin vd., (2011) yilinda C. parasitica nin vc gesitliligi incelemek igin
Slovenya’nin 11 farkli popiilasyonun 256 izolat toplamuslardir. Yaptiklar
calismada 15 vc tipi tespit ettiklerini bildirerek her iki esey tipini ve peristesyum
olusumunu populasyonlarda goézlemlemislerdir. Esey tiplerini belirlemek igin
sectikleri 63 izolatin 30 tanesinin MAT-1, 31 tanesinin MAT-2 ve 2 tanesinin hem
MAT-1 hem MAT-2 karakterinde oldugunu rapor etmislerdir.

Zamora vd., (2012)’nin yaptiklar1 bir calismada Bat1 Ispanya’da yer alan Avila,
Leon Salamanca ve Zamora Bolgelerinden topladiklar1 1232 adet C. parasitica
izolatint vc ve mating tipleri yoniinden incelemislerdir. Calisma sonucunda
izolatlarin bir kismmin 5 Avrupa grubuyla (EU-1, EU-11, EU-12 ve EU-66)
uyumlu oldugu bulunurken buna ilave olarak 6 vc grubun varligi saptanmstir.
Ayrica 591 izolatin esey tiplerine bakilarak Leon bolgesinde 107 izolatin MAT-1,
sadece 1 izolatin MAT-2; Avila bolgesinde 45 izolatin MAT-1; Salamanca
bolgesinde 61 izolatin MAT-1, 43 izolatin MAT-2; Zamora bolgesinde 152
izolatin MAT-1, 182 izolatin MAT-2 oldugu rapor edilmistir.

Mine vd., (2013)’nin yaptiklari bir ¢alismada Arnavutluk’taki dort farkli bolgeden
1200 kestane kanserli kabuk 6rnegi toplamiglardir. Biitiin 6rneklerin incelenmesi
sonucunda peritesyuma rastlamadiklar1 i¢in bolgede tek mating tipinin
olabilecegini bildirmiglerdir. Ayrica Tropoja ve Tirana bdolgelerinde 5 farkli vc
grubunun (EU-12, EU-3, EU-1, EU-10 ve EU-2) bulundugunu, Pogradec (EU-12,
EU-3, EU-1 ve EU-2) ve Librazdh (EU-12, EU-3, EU-10 ve EU-2) bolgelerinde
ise 4 farkli ve grubunun bulundugunu, tiim bolgeler igerisinde en yaygin ve tipinin
%39 oraninda EU-12 oldugunu rapor etmislerdir.

Prospero vd. (2013)’ nin Giircistan’dan elde ettikleri 427 adet C. parasitica izolat
iizerinde mikrosatelit markdrlar kullanarak populasyonun genetik yapisini
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incelemisler ve sayilar1 bolgelere gore degisen 100 farkli haplotipin varligini rapor
etmislerdir. Bunlarin disinda vc tiplerinde bu haplotipler igerisinde dagilimint da
belirlemiglerdir. Calismanin sonucunda C. parasitica’da genetik cesitlilik ¢ok
yiiksek bulunmus ve daha 6nce Avrupa’da bulunmayan bazi haplotiplerin bolgede
varligr saptanmustir. Genetik cesitlilik, etmenin yorede eseyli iiremesi ile
iligkilendirilmistir. Populasyonda ii¢ haplotip en yaygin bulunurken bu
haplotiplerden birinde izolatlarin %79’unun digerinde ise %94.7°sinin Avrupa vc
tester izolatlar1 ile uyumlu olmadig bildirilmistir.

2.3. Yurticinde Yapilan Cahismalar

Celiker ve Onogur (2001) Ege Bolgesi, Marmara Bolgesi ve Karadeniz
Bolgesi’'nden topladiklar1 izolatlarin vc tiplerini belirlemek amaciyla yaptiklar
caligmada elde ettikleri toplam 324 izolat inceleyerek 2 farkli ve tipin (EU-1 ve
EU-12) varligini ortaya koymuslardir.

Girer vd. (2001) Marmara Bolgesinden 15, Karadeniz Bolgesinden 9 adet rastgele
secilen izolatlarin mating tipleri PCR yontemi ile tespit edilmistir. Marmara
Bolgesinde MAT-1 ve MAT:2 orani 14:1 oldugu, Karadeniz Bolgesinde ise 6:3
oraninda oldugu bildirilmistir. Iki bélgede de tek tip vc grup (EU-1) bulunmasi ve
MAT-1:MAT:2 oranin 1:1 olmamasi fungusun bu alanlarda eseyli liremedigi
seklinde degerlendirilmistir..

Celiker ve Onogur (2004) yaptiklar1 ¢aligmada Ege ve Marmara Bolgelerinden
toplanan C. parasitica izolatlarinin mating tipleri laboratuvarda eslesme yontemi
kullanilarak belirlenmis ve MAT-1 ve MAT-2’nin bulunma orani Sirasiyla %85 ve

%15 olarak bulunmustur.

Akilli vd., (2009)’nin yaptiklar1 calismada Karadeniz Bolgesinden topladiklar: 294
izolatin ve¢ ¢esitliligini incelemislerdir. Calisma sonucunda izolatlarin 5 farkli vc
grubunda (EU-1, EU-12, EU-14, EU-2 ve EU-5) yer aldigin1 bildirmislerdir.

Acikgoz vd., (2009)’nin Aydin ilinden topladiklar1 C. parasitica izolatlarinin esey
tipini belirlemek igin ¢alisma yapmislardir. Toplamda 100 izolatin incelendigi, 2
vc grubun (EU-1 ve EU-12) tespit edildigi caligmada her iki esey tipinin de yorede
varoldugunu tespit etmisler, MAT-1 i¢in bulunma oran1 %52 ve MAT-2 i¢in ise
%48 olarak bildirmislerdir.
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Erincik vd. (2011)’nin yaptiklari c¢alisgmada Ege Bolgesi Aydin Daglarindan
(Aydin ve Izmir) aldiklar1 213 izolatin 2 vc tipi’nde yer aldigin1 (EU-1 ve EU-12)
ortaya koymuslardir. Izolatlarmn mating tiplerininde arastirildign bu calismada
alman izolatlarin % 65° i MAT-1, % 35’ i MAT-2 olarak bulunmus ve bu bulgular
ile bolgedeki popiilasyonlarin eseysiz iireme sonucu olustugunu bildirmislerdir.

Akallt vd. (2013)’nin Marmara ve Karadeniz Bolgelerinden 420 izolat toplayarak
yaptiklar1 ¢alismada, inceledikleri 72 izolattan 3 farkli ve grup (EU-1, EU-12 ve
EU-5) tespit etmislerdir. Esey tipleri i¢in Karadeniz Bolgesinden 52 izolati
incelediklerini ve MAT-1/MAT-2 oraninin 1.79 oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

Calismanin ana materyalini Dogu Karadeniz Bolgesi illerinden Artvin, Rize ve
Trabzon kestane alanlarindan elde edilmis Cryphonectria parasitica izolatlari
olusturmustur. Bunun disinda 64 adet vc tester Prof Dr. Paola Cortesi’den
(Universita degli Studi di Milano, Milan, Italya) ve 10 adet vc tester Dr. Cecile
Robin’ den (INRA Bordeaux, Fransa) temin edilmis ve vejetatif uyum gruplarimnin
belirlenmesinde tester izolatlar olarak kullanilmislardir. C. parasitica izolatlarinin
laboratuar kosullarinda kiiltiire alinmasinda ise Patates Dextroz Agar besi ortami

kullanilmugtir.
3.2. Yontem
3.2.1. Ornek Toplama

Ornek toplama islemleri Artvin, Rize ve Trabzon illerinden secilmis iic farkli
lokasyonda (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1) Haziran 2016’da yapilmistir. Her
lokasyondan 4-5 dekar biiytikliigiinde alanlardan 6rnekleme yapilmigtir. Her bir
lokasyonda farkli araliklarla rastgele segilen kanserli doku oOrnekleri alinmistir.
Orneklemenin yapildigi kanserli agaglarin cografik koordinatlart GPS ile kayit
altina alinmustir. Calismada kanserli agaglardan alinmis toplam 388 kanserli doku

ornegi toplanmuisgtir.
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Sekil 3.1. Dogu Karadeniz Bolgesi’nde Cryphonectria parasitica 6rneklemelerinin

yapildig iller

Cizelge 3.1. Dogu

Karadeniz

Bolgesi’nde

Cryphonectria
orneklemelerinin yapildig1 lokasyonlarin bulundugu iller, ilgeler ve

koyler
Lokasyon il Ilce Koy
Numarasi
Arvl Artvin Bor¢ka Cayh
Arv2 Artvin Borgka Ciftekoprii
Arv3 Artvin Arhavi Ortacalar
Rzel Rize Findikli Yaylacilar
Rze2 Rize Findikli Doganay
Rze3 Rize Gilineysu Kibledagi
Trbl Trabzon Merkez Kozluca
Trb2 Trabzon Besikdiizi Ambarli
Trb3 Trabzon Besikdiizi Resillu

parasitica
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Orneklemeler kanserli bélgenin kenar ile bir kisim saglikli dokunun da yer aldig
yaklasik 6x6 cm boyutlarinda bir kabuk pargasinin kesici bir alet ile alinmasiyla
yapilmistir (Sekil 3.2a). Kanserlerde peritesyum varligi da incelenecek olmasi
nedeniyle alinan Ornekler arasinda turuncu stroma gelisimi gosteren
kanserlerinde olmasina dikkat edilmistir (Sekil 3.2b). Alinan her bir 6rnegin
cografik koordinatlar1 GPS ile kaydedilmistir. Her bir 6rnek alma isleminden sonra
kullanilan kesici alet sodium hipoklorit ile silinerek yilizeysel olarak dezenfekte
edilmistir (Sekil 3.2c). Alinan Ornekler kese kagitlarma yerlestirilip ve
numaralandirildiktan sonra giin igerisinde buz kutusunda muhafaza edilmistir. Giin
sonunda da kargo aracilifi ile Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Bitki Koruma Boliimiine gonderilmistir.



Sekil 3.2. Hastalikli kestane agaglarindan 6rnek alma islemleri; kestane kanserli
doku orneklerinin alinmasi (a), 6rnek alinan stromali bir kanser (b),
ornekleme sonrasi yapilan kesici alet yiizey dezenfeksiyon islemi (C)
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3.2.2. Orneklerin incelenmesi ve izolasyonu

Ornekleme calismasmin  yapildigi giiniin  sonunda, buz kutusu igerisinde
laboratuvara getirilen kestane kanseri kabuk Ornekleri izolasyon islemine kadar
+4°C de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Laboratuarda, ilk olarak ornekler
peritesyum olusumu yoniinden makroskobik olarak daha sonra stromalardan
alinan kesitler askospor ve askus olusumu yoniinden mikroskobik olarak
incelenmistir.

Daha sonra patojenin izolasyonu islemlerine gegilmistir. Bunun i¢in 4 mm lik
mantar delici ile kanserli doku parcalar1 kesilmis ve sonrasinda Kesilen parcalar
%2’1ik sodyum hipoklorit i¢erisinde 2 dakika bekletilerek yiizeysel olarak sterilize
edilmistir. Daha sonra 6rnekler steril saf su icerisinde 1 dakika siire ile durulanmas,
ardindan steril kurutma kagitlar1 arasinda kurutulmugtur. Kurumanin ardindan
ornekler 9 cm petri kaplarindaki patates dekstroz agar (PDA) besi ortami iizerine
yerlestirilerek 24°C de inkube edilmistir (Sekil 3.3a). Inkiibasyon sonrasinda
gelisen koloniler gorsel olarak incelenmis ve Cryphonectria parasitica oldugu
diistiniilen kolonilerden bir tanesi sansa bagli olarak segilip PDA ortamina
aktarilarak izolatin saflastirilmasi saglanmustir (Sekil 3.3b). Saflastirilan izolatlar
cam tiipler igerisinde egik agarda gelistirildikten sonra +4 C’de saklamaya

almmustir.

Sekil 3.3. Cryphonectria parasitica enfekteli kabuk dokularindan alinan
orneklerden PDA iizerinde miselyal koloni gelisimi (a) ve
saflagtillmig bir Cryphonectria parasitica izolatinin PDA da
goriinimii (b)
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3.2.3. izolatlarin Vejetatif Uyum Tiplerinin Arastirlmasi

Izolasyon ve saflastirma islemlerinden sonra elde edilen 344 C. parasitica
izolatinin vejetatif uyum tipleri, Dog. Dr. Omer Erincik tarafindan gelistirilen
otoklavlanms steril kestane odun dokusunun kullanildigi bir yonteme gore
yapilmistir. Bu ydnteme gore; kestane agaclarindan alinan 1,5-2 cm ¢apindaki
kestane dallar1 5’er cm uzunlugunda kesildikten sonra, dallar dikine olmak {izere 2
esit pargaya ayrilmistir. Her bir parganin {ist kisminda kalan kabuk bisturi
yardimiyla boyuna kesilerek dal basina en az 6-7 ¢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 {izere aralarinda iicgen olusturacak sekilde yerlestirilmistir. En son
olarak petri tabanina erimis PDA ilave edilmistir. Petriler 1-2 giin bekletildikten
sonra vc tip belirleme testlerinde kullanilmugtur.

Vc tip belirleme testlerinde, bir dal pargast tizerine, ortaya Avrupa testeri ve her iki
uca birer 6rnek izolat olmak iizere iki farkli izolat yerlestirilmistir (Sekil 3.4.).
Boylelikle; pargalarin yerlestirilmis oldugu her bir petride 6 farkli izolat test
edilmistir. Petriler 25 °C’de bir hafta karanligi takiben 1 hafta 151k altinda
inkubasyona birakilmig, gelisen kolonilerin birlesme veya aralarinda bir baraj
olusturma durumuna gdre vejetatif olarak uyumlu olup olmadiklan
degerlendirilmistir (Bissegger vd., 1997) (Sekil 3.5.). izolatlar kolleksiyonumuzda
bulunan EU-1 den EU-74’ ¢ kadar olan Avrupa tester izolatlari ile eslestirilmistir.
Higbir Avrupa tester1 ile eslesmeyen izolatlar kendi aralarinda eslestirilmesi

sonrasinda aralarinda uyum gosterenler yeni uyum tipleri olarak tanimlanmistir.
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Test edilen izolatlar

Sekil 3.5. Cryphonectria parasitica izolatlar1 ile Avrupa testerlar1 arasindaki
vejetatif uyum ve uyumsuzluk
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3.2.4. izolatlarin Mating Tiplerinin Belirlenmesi

Herbir lokasyonun yaklasik %50’sini temsil edecek sekilde segilen toplam 179
izolatin mating tipleri belirlenmistir. Izolatlarin mating tiplerini belirlemede
amplifikasyon liriinleri yoniinden 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 belirlemede kullanilacak izolatlara ait miseller, PDA ortami {izerine
yerlestirilen steril selefon diskler {izerinde gelistirilerek elde edilmistir
(Anagnostakis ve Day, 1979; Allemann vd., 1999). Karanlik kosullarda 24°C'de
bir haftalik inkubasyon siiresinin ardindan selefon diskler {iizerinde gelisen
kolonilerden yaklasik 3 cm® boyutlarindaki misel kitlesi steril kiirdan ile alinarak
1,5 mI’lik santrifif tiiplere yerlestirilmis ve -20°C’ye kaldirilmustir.

Marra ve Milgroom, (2001)’e gore DNA izolasyonu yapilmis olan her bir izolatin
tiipleri -20°C°den ¢ikarildiktan sonra igerlerine 1 ml lysis buffer ilave edilip birer
dakika vorteks islemine alinmstir. Bu islemden sonra tiipler inkubasyon i¢in 15 dk
boyunca 65°C’ye birakilmistir. Inkubasyon siirecinden sonra biitiin tiipler vorteks
ile yaklasik 1 dk karistirnlmistir. Karistirilan tiipler santrifiij aletine yerlestirilerek 5
dk siiresince +4°C’de santrifiif edilmistir. Santrifiij isleminden sonra tiiplerde
olusan stipernatant kisimlardan pipet ile 1ml alinarak steril yeni tiiplere
konulmustur. Supernatant konulan her bir yeni tiipe 200 ul 7,5 M amonyum asetat
(NH,OAC) ilave edilerek 10 sn vorteks ile karigtirildiktan sonra 3 dakika santrifiif
edilmistir. Daha sonra tiiplerde olusan 800 ul’lik supernatant kisimlar pipetler ile
almarak yeni tiiplere konulmustur. Hazirlanan her bir yeni tiipe 700 pl isopropanol
ilave edilmistir. Tiipler, ilave edilen isopropanol ile supernatantin karigmasi igin
20 defa alt iist edilerek calkalanmistir. Ardindan 5 dk santrifiij islemi yapilmistir.
Santrifiij sonrasinda tiiplerde sadece pellet kalacak sekilde siipernatant kisim
dokiilmiistiir. Tiipte kalan pellet, %70’lik etanol ile ard arda 2 kez yikanmustir.
Her bir tiip agz1 acgik sekilde 10 dk siiresinde steril kabin igerisinde kurumaya
birakildiktan sonra igerlerine 40 pl steril saf su ilave edilerek -20°C’ye kaldirilarak
PCR’da kullanilmak tizere saklanmugtir.

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
karigtirilarak hazirlanmistir. Hazirlanan karisim igersine 2 ul kalip DNA ilave
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edilerek, thermal cycler icersine 30 dongiiliik ¢ogaltilmaya birakilmistir (Mara ve
Milgroom, 2001). Multiplex PCR’da mating tipleri belirlemeye yonelik kullanilan
primerler asagida verilmistir (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Cryphonectria parasitica izolatlarinin mating tiplerinin
belirlenmesinde kullanilan primerler (Mara ve Milgroom, 2001).

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 edilmis olan DNA pargalar1 %1 lik agaroz jel elektroforezde
80 volt elektrik akiminda 30 dk yiiriitiildiikten sonra, jel; UV 1sik altinda jel
goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir. Elde edilen goriintii ile bandlarin
biiyiikliikleri iizerinden degerlendirmeler yapilmistir. MAT-1’in tanis1 1.649 kb,
MAT-2"nin tanisi ise 594 bp band biiyiikliikleri esas alinarak yapilmistir (Mara ve
Milgroom, 1999).

3.2.5. Kanserli Dokularda Peritesyum Varhgimin Belirlenmesi

Toplam 388 izolatin stromalar1 peritesyum olusumu yoniinden stereo mikroskop
altinda mikroskobik olarak incelenmistir. Peritesyum tanisi i¢in stromalardan
bistiiri araciligryla kesitler alinmis ve bu kesitler igerisinde peritesyum varligi
aragtirilmigtir. Peritesyum varligi saptanan 6rnekler tek askospor galigsmalarinda

kullanmak amaciyla +4 °C de saklamaya alinmgtir.
3.2.6. Tek Askospor izolatlarimin Elde Edilmesi ve Ve Tiplerinin Belirlenmesi

Peritesyum olusumu goézlemlenen kanser 6rnekleri arasindan farkli lokasyonlari
temsil edecek toplam 27 kanserli doku secilmistir. Peritesyumlar, steril bistiiri ve
igne yardimiyla stereo mikroskop altinda stroma igerisinden c¢ikarilmstir.

Ardindan peritesyumlar konidi ile bulasik olma ihtimali diisiintilerek konidilerden
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arindirilmak amaciyla steril saf su igerisinde 5-6 kez durulanmigtir. Yikamanin
ardindan peritesyumlar tekrar steril temiz saf su igerisine alinmis ve kanser basina
tek bir peritesyum patlatilarak askosporlarin suya karigmasi saglanmigtir (Sekil
3.6.). Elde edilen askospor siispansiyonu gerektigi kadar seyreltildikten sonra,
steril pipet ile PDA iizerine petri basina yaklasik 50 askospor olacak sekilde
aktarilmig ve steril cam baget ile homojen bir sekilde yayilmustir. Petriler 1-2
giinliik inkiibasyon siiresinin ardindan mikroskop altinda incelenmistir. Cimlenme
gortilen askosporlar teker teker 6ze yardimiyla alinmis ve igerisinde PDA bulunan
petrilere aktarilarak tek askospor izolatlar1 elde edilmistir. Kanser basina bir
peritesyum, ve her bir peritesyumdan en az 25 olacak sekilde 25-53 arasinda
degisen tek askospor izolatlar elde edilmistir.

Elde edilen tiim tek askospor izolatlar daha 6nce ayni Ornekten izole edilmis
ebeveyn olarak kabul edilen orijinal izolat ile vejetatif olarak uyumlu olup
olmamasi yoniinden yukarida kisim 3.2.3°de sozii edilen yontem kullanilarak vc
testine tabi tutulmuslardir. Ebeveyn izolat ile vejetatif uyum gostermeyen
izolatlar, eseyli lireme sonucu olusmus rekombinant izolatlar olarak kabul
edilmistir.
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Sekil 3.6. Cryphonectria parasitica’nin kestane kabuk dokusu {izerinde
olusturdugu stromalar (a), stromadan ¢ikarilmig peritesyumlar (b),
peritesyumlarin suda durulanmasi (C), peritesyumun patlatilmasiyla
ortaya ¢ikan askus ve askosporlar (d)
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4. BULGULAR
4.1. Ornek Toplama ve Izolasyon islemleri

Caligma kapsaminda arazi ¢aligmalar1 sonrasinda toplanmig toplam 388 kanserli
doku oOrneginden yapilan izolasyon islemleri sonrasinda 344 Cryphonectria
parasitica izolati1 elde edilmistir. Bu izolatlarin illere gore dagilimina bakildiginda;
Artvin ili Arvl lokasyonundan 41 izolat Arv2 lokasyonundan 37 izolat Arv3
lokasyonundan 41 izolat elde edilmistir. Rize ili Rzel lokasyonundan 38 izolat,
Rze2 lokasyonundan 39 izolat ve Rze3 lokasyonundan 39 izolat elde edilmistir.
Trabzon ili Trbl lokasyonundan 37 izolat, Trb2 lokasyonundan 32 izolat ve Trb3
lokasyonundan 40 izolat elde edilmistir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Artvin, Rize ve Trabzon illerindeki kanserli kestane agaglarindan
alinan 6rnek ve elde edilen Cryphonectria parasitica izolat sayilar

‘ Toplanan Elde edilen
Il/lokasyon Ornek sayisi izolat sayisi
Artvin

Arvl 43 41

Arv2 42 37

Arv3 43 41
Toplam 128 120
Rize

Rzel 43 38

Rze2 44 39

Rze3 45 39
Toplam 132 116
Trabzon

Trbl 42 37

Trb2 43 32

Trb3 43 40
Toplam 128 109

Genel Toplam 388 344
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4.2. Izolatlarin Vejetatif Uyum Tipleri

Artvin, Rize ve Trabzon illerindeki kestane alanlarindan elde edilmis olan
izolatlarin vejetatif uyum tipleri Avrupa testerlari ile eslestirilerek tespit edilmistir.
Toplam 344 izolatin incelendigi ¢aligmada 10 farkli vc tip bulunmustur. Bu
gruplardan 4 tanesi Avrupa testerlart ile uyumlu (EU-1, EU-3, EU-12, EU-17)
olurken 6 tanesi Avrupa testerlar ile eslesmemistir. Toplam 344 izolatin 235’1
(%68,3) EU-1, 23’ (%6,7) EU-17, 21’1 (%6) EU-12 ve 14’0 (%4) EU-3 ile
uyumlu olarak (Cizelge 4.2.) bulunmustur. Geri kalan 51 izolat (%13) ise Avrupa
testerlart ile eslesmeyerek aralarinda 6 farkli grup olusturmuslardir (Cizelge 4.2.).
Bu gruplarin isimlendirilmesinde 6n ek olarak TU- kullanilmig ve bu eke 1 den 6
ya kadar numaralar verilerek yeni vc guplari isimlendirilmistir.

Cizelge 4.2. Dogu Karadeniz Bolgesi kestane alanlarindan elde edilen
Cryphonectria parasitica izolatlarinin illere gore vejetatif uyum
gruplart dagilim

lilge N EU-1 EU-17 EU-12 EU-3 TU-1 TuU-2 Tu-3 Tu4 TU-5 TU-6
Artvin
Arvl 41 27 4 1 8 1
Arv2 37 18 2 3 3 4 7
Arvd 41 22 10 3 4 2
Toplam 119 67 16 7 11 9 7 2
i (19,5 (4,6) 2) (3,2) (26) (2,0 (0,6)
Rize
Rzel 38 14 4 6 3 5 6
Rze2 39 16 2 8 - 13
Rze3 39 30 1 4 4
Toplam 116 60 7 14 3 22 - - 4 6
an @ 4) 08 (64 12 @n
Trabzon
Trbl 37 37
Trb2 32 31 - - - - - - - - 1
Trb3 40 40
Toplam 109 108 - - - - - - - - 1
(31,4) 0,3)

“N” siitunu lokasyon basina incelenen 6rnek sayisim gostermektedir.
Y:Cizelge genelinde parantez icerisindeki degerler vc gruplarinmn tiim &rnekler icerisindeki
bulunma yiizdesini ifade etmektedir.
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Sekil 4.1. Trabzon, Rize ve Artvin illerindeki Cryphonectria parasitica
izolatlarinda tespit edilen vc gruplar ve illerdeki bulunma yiizdeleri

Gruplarm dagilimina bakildiginda EU-1 tipinin en yaygin oldugu yer 108 izolat ile
Trabzon ili olmustur. Trabzon ilinden ti¢ farkli lokasyondan elde edilen 109
izolatin  %99’u EU-1 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.1). Sadece Trb2
lokasyonunda Avrupa testerlariyla eslesmeyen TU-6 gurubunda yer alan yalmz bir
izolat saptanmustir (Cizelge 4.2.).

Artvin ilindeki dagilimda test edilen 119 izolattan 67°si (%56) EU-1 ile esleserek
ilde en baskin bulunan grup olmustur. Izolatlarin uyum gosterdigi diger Avrupa vc
gruplart ise 16 izolat ile EU-17, 11 ile EU-3 ve 7 ile EU-12 olmustur. (Cizelge 4.2.
ve Sekil 4.1.). Bunun diginda bolgede Avrupa testerlari ile eslesmeyen 3 farkli
grupun varhigr tespit edilmistir. ildeki 3 lokasyonda da tespit edilen TU-2 grubu
%2,6 ile Artvin ilinde en ¢ok rastlanilan Avrupa testerlari ile eslesmeyen grup
olarak tanilanmigtir. Diger gruplara bakildiginda TU-3 grubu %2 oraniyla sadece
Arv2 lokasyonunda, TU-6 grubu da %0,6 oraniyla sadece Arv3 lokasyonunda
tespit edilmistir (Cizelge 4.2.).

Rize ilindeki dagilimda ise test edilen 116 izolat igerisinden %51,7 bulunma orani
ile en ¢ok EU-1 grubu tespit edilmistir. Bunun diginda EU-12, EU-17 ve EU-3
bulunma siklig1 sirastyla %12, %6 ve %2,5 olarak bulunmustur. (Sekil 4.1.). Bu
gruplarin disinda Avrupa testerlar1 ile eslesmeyen 3 farkli vc grubu da bolgede
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tespit edilmistir. ilk sirada ilde 6rnek alman her ii¢ lokasyonda da bulunan TU-1
grubu 22 (%6,4) izolat ile yer almaktadir. Ikinci sirada yer alan %35,2 ile TU-5
grubu sadece Rzel lokasyonunda, {iglincii sirada yer alan %3,4 ile TU-4 grubu
sadece Rze3 lokasyonunda tespit edilmistir (Cizelge 4.2.).

4.3. izolatlarim Mating Tipleri

Bolgeden elde edilen 344 izolat igerisinden her lokasyonu temsil edecek sekilde
secilen 179 izolatin mating tipleri PCR ile belirlenmistir. Toplamda incelenen 179
izolatin 67 (%38) tanesi MAT-1, 99 (%55) tanesi MAT-2 olarak, 13 (%7) tanesi
de MAT-1/2 olarak testip edilmistir (Sekil 4.2.). Illere gére bakildiginda Artvin’de
%39 MAT-1, %61 MAT-2; Rize’de %41 MAT-1, %55 MAT-2, %4 MAT-1/2;
Trabzon’da %32 MAT-1, %49 MAT-2, %13 MAT-1/2 seklinde bir dagilimin
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.3.).

I MAT-1
B MAT-2
I MAT-1/2

Sekil 4.2. Dogu Karadeniz Bélgesi’nden toplanan Cryphonectria parasitica
izolatlarda mating tiplerin tim bolge diizeyindeki bulunma yiizdeleri
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I MAT-1 %
B MAT-2
B MAT-1/2

TRABZON

Sekil 4.3. Artvin, Rize ve Trabzon illerindeki Cryphonectria parasitica’nin mating
tiplerinin bulunma yiizdeleri

Artvin ilinde 6rnekleme yapilan ii¢ lokasyonda da iki esey tipi oldugu goriiliirken
Arvl lokasyonundan 6 izolat MAT-1, 16 izolat MAT-2; Arv2 lokasyonundan 11
izolat MAT-1, 11 izolat MAT-2; Arv3 lokasyonundan 9 izolat MAT-1, 13 izolat
MAT-2 olmak iizere Artvin ilinden incelenen toplam 66 izolattan 26 tanesi MAT-
1, 40 tanesi MAT-2 olarak bulunmustur. {lde incelenen Arv2 lokasyonunda MAT-
1:MAT-2 orani 11:11 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.3.).
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Sekil 4.4. Cryphonectria parasitica izolatlarindan elde edilen PCR iiriinlerinin
%1’lik agaroz jel iizerinde iizerindeki elektroforez gorlntiisii (1:
Ladder, 26: MAT-2 pozitif kontrol, 27: MAT-1 pozitif kontrol, 28:
Su, 1,649 kb: MAT-1 tanisi, 594 bp: MAT-2 tanisi, MAT-1: 2, 3, 5,
6, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 23 nolu izolatlar, MAT-2: 4, 15, 16, 18, 19,
22, 25 nolu izolatlar; MAT-1/2: 7, 9, 17, 20, 21, 24 nolu izolatlar)
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Rize ilindeki 6rnekler incelendiginde ii¢ lokasyonda da iki esey tipi bulundugu
tespit edilmistir. Toplamda 56 izolatin incelendigi Rize ilinde 23 izolat MAT-1, 31
izolat MAT-2, 3 izolat MAT-1/2 olarak tespit edilmis, Rzel ve Rze2
lokasyonlarinda MAT-2, Rze3 lokasyonunda MAT-1 daha baskin bulunmustur
(Cizelge 4.3.).

Toplam 57 izolatin incelendigi Trabzon ilinde 18 izolat MAT-1, 28 izolat MAT-2
olarak tespit edilmistir. Ornekleme yapilan bolgelere bakildiginda Trbl
lokasyonundan 19 izolatin 8i MAT-1, 81 MAT-2, 3’ MAT-1/2; Trb2
lokasyonundan 20 izolatin 3’ MAT-1, 14’4 MAT-2, 3’0 MAT-1/2; Trb3
lokasyonundan 18 izolatin 7’si MAT-1, 6’s1t MAT-2, 5’i MAT-1/2 oldugu
gortilmektedir (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Artvin, Rize ve Trabzon illerinden elde edilen Cryphonectria
parasitica izolatlarininin mating tiplere gére sayisal dagilimlari

il/1okasyon N MAT-1 MAT-2 MAT-1/2 MAT-1:MAT-2
Artvin
Arvl 22 6 16 6:16
Arv2 22 11 11 11:11
Arv3 22 9 13 9:13
Toplam 66 26 40 26:40
Rize
Rzel 18 5 12 1 5:12
Rze2 22 6 15 1 6:15
Rze3 16 12 4 12:4
Toplam 56 23 31 2 23:31
Trabzon
Trbl 19 8 8 3 8:8
Trb2 20 3 14 3 3:14
Trb3 18 7 6 5 7:6
Toplam 57 18 28 11 18:28
Genel Toplam 179 67 99 13 67:99

“N” stitunu lokasyon bagina incelenen ornek sayisini gostermektedir.
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Incelenen bolge genelinde peritesyum olusumu yoniinden mikroskobik olarak
incelenen toplam 388 izolatin 130’unda peritesyumlarin varligi tespit edilmistir.

Sonuglara gore {ii¢ ilin incelenen tiim lokasyonlarinda peritesyum varligina

rastlanmigtir. En fazla peritesyumlu Ornege Artvin’de rastlanmistir. Bu ilde

incelenen 128 drnegin 63’linde (%49,2) peritesyum bulunmustur. Rize ilinde ise
incelenen 132 o6rnekten 32’sinde (%24,2), Trabzon ilinde 128 6rnekten 35’inde
(%27,3) peritesyum varligina rastlanmistir. Bu bulgular C. parasitica’nin tiim
illerde eseyli tirediginin en 6nemli kanit1 olarak kabul edilebilir (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. Artvin, Rize ve Trabzon illerinden elde edilen Cryphonectria
parasitica ile enfekteli 6rneklerde peritesyum bulunma oranlari

Peritesyum bulunan

Peritesyum bulunmayan

il/lokasyon N
ornek sayist ornek sayisi
Artvin
Arvl 43 27 16
Arv2 42 14 28
Arv3 43 22 21
Toplam 128 63 (%49,2)" 65
Rize
Rzel 43 18 25
Rze2 44 12 32
Rze3 45 2 43
Toplam 132 32 (%24,2) 100
Trabzon
Trbl 42 6 36
Trb2 43 17 26
Trb3 43 12 31
Toplam 128 35 (9%27,3) 93
Genel Toplam 388 130 (%33,5) 258

“N” siitunu lokasyon basina incelenen 6rnek sayisini gostermektedir.
Y :Cizelge genelinde parantez igerisindeki degerler peritesyum bulunma yiizdesini ifade

etmektedir.
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4.5. Tek Askospor Izolatlarda Vejetatif Uyumu

Peritesyum varlhigi tespit edilen kanserler arasindan toplam 27 o&rnekte tek
askospor izolat eldesi ¢aligmalari yiiriitiilmiis ve 21 peritesyum 6rneginde basarili
bir sekilde tek askospor izolatlar elde edilimistir. Geri kalan 6 Ornekte ise
peritesyum gozlemlenmesine ragmen peritesyumlarda askospor bulunamadigi i¢in
izolat elde etmek miimkiin olmamistir. Peritesyum basina 25-53 arasinda degisen
sayida ve toplamda da 583 adet tek askospor izolat ¢alismada kullanilmustir.
Artvin ilinde 9 peritesyumdan 8’inde ebeveyn izolattan farkli vc tipinde tek
askospor izolatlar elde edilmistir. Bu peritesyumlarda ebeveyn izolat ile vejetatif
uyum gostermeyen izolat sayist 13 ile 40 arasinda degismistir. Rize ilinde ise 6
peritesyumun timiinde ebeveyn izolat ile uyum gostermeyen izolatlar elde
edilmistir ve her bir peritesyumdan elde edilen uyumsuz izolat sayisi 14-26
arasinda degismistir. Trabzon ilinde ise incelenen 6 peritesyumun hi¢ birinden
ebeveyn izolattan farkli uyum grubunda bir izolata rastlanmamustir (Cizelge 4.5.).
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Cizelge 4.5. Artvin, Rize ve Trabzon illerinden toplanan kestane kanser
orneklerden elde edilen tek askospor izolat sayilart ve bu izolatlarin
vejetatif uyumu

. . Ebeveyn ile Ebeveyn ile
Il/lokasyon Izolat no N uyumlu (EU-1) uyumsuz
izolat sayisi izolat sayisi
Artvin
Arvl Arv1-7 27 9 18
Arv1-15 24 24 -
Arv1-35 53 13 40
Arv2 Arv2-49 35 17 18
Arv2-72 24 8 16
Arv2-75 34 6 28
Arv3
Arv3-109 43 8 35
Arv3-124 40 12 28
Arv3-127 30 17 13
Toplam 9izolat 310 116 208
Rize
Rzel Rzel-135 41 15 26
Rzel-145 27 11 16
Rzel-177 28 6 22
Rze2 Rze2-187 29 8 21
Rze2-190 26 9 27
Rze2-203 25 11 14
Toplam 6 izolat 176 60 126
Trabzon
Trbl Trb1-301 29 29 -
Trb1-304 29 29 -
Trb2 Trb2-332 29 29 -
Trb2-336 29 29 -
Trb2-345 29 29 -
Trb3 Trb3-396 29 29 -
Toplam 6 izolat 174 174 -
Genel Toplam 21 izolat 660 338 322

“N” siitunu, incelenen izolat sayilarim gostermektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismanin sonuglar1 Karadeniz Bolgesi’nde C. parasitica’nin vejetatif uyum
tip c¢esitliliginin artmakta oldugunu gostermistir. Yiiriitiilen ve testleri sunucunda
bolgede dordii Avrupa uyum tiplerinden (EU-1, EU-12, EU-17 ve EU-3) olmak
iizere 10 farkli ve tipinin var oldugu ortaya konmustur. Bu ¢alisma ile Tiirkiye’de
ilk kez bu denli bir vc tipi cesitliligi bulunmustur. Daha 6nce Karadeniz
Bolgesinin tiimiinii i¢ine alan bir ¢alismada da ¢alismamizda saptanan vc tiplerden
farkli olarak 3 Avrupa vc tipinin (EU-14, EU-2 ve EU-5) de varligi ortaya
konmustur (Akilli vd., 2009). Tim c¢aligmalardan elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde Karadeniz Bolgesi’nde en az 13 farkli ve tipin varligi tespit
edilmis olmaktadir

Ulkemizde daha énce yapilan ¢alismalarda dominant vc tip olarak rapor edilen
EU-1 (Celiker ve Onogur, 2001; Giirer vd., 2001; Erincik vd., 2008; Akilli vd.,
2009), bu ¢alisma ile de Dogu Karadeniz Bolgesi’nde baskin olarak saptanmustir.
EU-1’in tilke genelinde bu denli yaygin olmasi; C. parasitica’nin tilkemizdeki
populasyonunun, EU-12 vc tipinin yiiksek oranda dominant olarak bulundugu
Tiirkiye’ye batidan komsu olan Yunanistan, Bulgaristan, Makedonya, Slovakia ve
Romanya gibi Akdeniz ve Dogu Avrupa iilkelerindeki populasyonlardan farkli
kilmaktadir. (Sotirovski vd., 2004; Diamandis ve Perlerou, 2006; Adamg¢ikova,
vd., 2006; Milgroom vd., 2008). EU-1 vc tipi italya, Fransa, isvi¢cre ve Ispanya
gibi Orta ve Bati Avrupa llkelerinde yaygin olarak bulunmaktadir (Robin ve
Heiniger, 2001). Calismamizda, Artvin ve Rize illerinde EU-1 disinda EU-12,
EU-17 ve EU-3’de bulunmustur. Bunlardan EU-12; % 6’lik (21 izolat) bulunma
oramt ile iilkemizde yaygin olarak Ege Bolgesi’nden sonra Dogu Karadeniz
Bolgesi’nde de saptanmis olmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda EU-12 nin
Ege Bolgesi’nde izmir ilinde bulunma oram %70 olarak bildirilirken (Erincik vd.,
2011) Karadeniz Bolgesi’nde sadece 2 izolatin EU-12 oldugu rapor edilmistir
(Akall1 vd., 2009). EU-17 ve EU-3’nin iilkemizdeki varligi ilk defa bu ¢alisma ile
tespit edilmistir. Bu iki vc tipin bolgeye yurtdisindan girmis olma ihtimali vardir.
Ancak; Dogu Karadeniz Bolgesine sinirt olan Giircistan’da bu iki ve tipin varlig
konusunda bir bilgi bulunmamaktadir. Bunun disinda bu iki ve tip C.
parasitica’nin eseyli tiremesi sonucu vic genlerinin rekombinasyonu sonucu da
olusmus olabilir. Nitekim, Cortesi ve Milgroom (1998)’a gére hem EU-17 hem de
EU-3 EU-1 ile EU-12’nin ¢aprazlanmasi ile olusacak eseyli iiremeden meydana
gelebilecek 14 vc tip arasinda yer almaktadir.
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Caligmada Avrupa vc testerlar ile uyum saglamayan 51 izolat kendi aralarinda 6
farkli yeni uyum grubu olusturmuslardir. Yurt disinda yapilan calismalarda
Ispanya, Fransa ve Portekiz’de EU-1 den EU-64 de kadar adlandirilmis 64 adet
Avrupa uyum grubu testerlar1 ile uyumlu olmayan diger vc tiplerinin varlig
bildirilmistir (Trestic vd., 2001; Braganga vd., 2007; Liu ve Milgroom, 2007,
Montenegro vd., 2008; Cortesi ve Milgroom 1998), C. parasitica’da vejetatif
uyumsuzlugun her biri iki allele sahip en az 6 adet vic geni tarafindan yonetildigini
bildirerek toplam 64 vc tipinin oldugunu belirtmislerdir. Ancak gerek Cin’de
gerekse de Avrupa’da yapilan ¢aligmalarda 64 vc tipinden daha fazla sayida vc
tipin varlig1 ortaya konmustur (Trestic vd., 2001; Braganga vd., 2007; Liu and
Milgroom, 2007; Montenegro vd., 2008). Son zamanlarda iilkemizin Dogu
Karadeniz Bolgesi smirinda bulunan Giircistan’da yapilan bir calismada ise
Avrupa uyum gruplar ile eslesmeyen vc tiplerin oldugu bildirilmistir (Prospero
vd., 2013). Calismamizda Avrupa uyum gruplari ile eslesmeyen vc tiplerin
Giircistan’a komsu olan Artvin ve Rize’de saptanmis olmast bu vc tiplerin
kaynaginin Giircistan olabilecegini diisiindiirmektedir.

Caligmanin bir diger asamasinda ise C. parasitica’nin mating tipleri arastirilarak
etmenin bolgede eseyli tireme potansiyeli arastirilmistir. Calisma, her iki esey
tipinin (MAT-1 ve MAT-2) bolgede varoldugunu ortaya koymustur. Bu durum
bolgede C. parasitica’nin eseyli iireme potansiyelinin oldugunu gostermektedir.
Ancak MAT-1 ve MAT-2’nin varligi populasyon igerisinde her zaman eseyli
tiremenin varoldugunu gostermemektedir. Nitekim Aydin da yapilan bir ¢alismada
bir ¢ok lokasyonda hem MAT-1 hem de MAT-2’nin varhg: tespit edilmis ancak
etmenin eseyli tiredigini gosteren diger bulgulara rastlanmamistir (Erincik vd.,
2011). Bu galismada MAT-1 ve MAT-2 orani’nin bir¢ok lokasyonda 1:1°e yakin
olmasi da eseyli iiremenin bolgede olustugunu dolayli olarak gosteren delillerden
biri olarak kabul edilebilir. Ancak; etmenin eseyli iiredigini dogrudan gésteren
delillerden en Onemlisi eseyli iireme yapisi olan peritesyumlarin varliginin
bulunmasidir. Nitekim, ¢alismamizda bdlgeden toplanan kanserlerin neredeyse
yartya yakininda periyesyum tespit edilmis ve bolgede C. parasitica’nin eseyli
iiredigi kanitlanmustir. Bunun disinda bélgede hem MAT-1 ve hem de MAT-2
allelini tasiyan heyerokaryon bireylere de rastlanmistir. S6z konusu heyerokaryon
bireyler homotallik olup kendi kendini délleyerek eseyli olarak g¢ogalabilme
ozelligine sahiptir. Yurt disinda yapilan ¢alismalarda da, her iki esey tipinin
birbirine yakin oranlarda bulundugu bolgelerde etmenin siklikla eseyli tiredigi
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bildirilmistir (Hoegger vd., 2000; Spica vd., 2006; Krstin, 2008). Ayrica
Avrupa’da heterokaryon bireylerin varligi bir ¢ok calismada rapor edilirken
(Hoegger vd., 2000; Bisseger vd., 1997; Braganca vd., 2007; Kristin vd., 2011)
ilkemizde bu durum ilk kez bu ¢aligmada ortaya konmustur.

Bolgede cereyan eden eseyli liremenin, vc cesitliligine etkisinin olup olmadigini
belirlemek amaciyla c¢alismada toplam 27 kanser orneginden elde edilen
peritesyumlardan tek askosporlar izole edilmis ve bu izolatlar ve tipleri yoniinden
degerlendirilmistir. Calismada, Artvin ve Rize illerinden elde edilen tek askospor
izolatlar arasinda ebeveyn izolat ile uyumlu olmayan izolatlarin varligi saptanmis
ve boylece izolatlar arasinda vc ¢esitliligin oldugu ortaya konulmustur. Bu
bulgular, bolgede artan vc ¢esitliliginin nedenlerinden birinin eseyli {ireme
olabilecegini gostermistir. Cortesi ve Milgroom (1998), vc tip cesitliliginin
olusumunda iki allelli 6 adet vic geninin rol aldigini ve eseyli tireme sirasinda vic
genlerinin farkli allelik kombinasyonlarinin yeni vc tiplerin ortaya c¢ikmasina
neden oldugunu bildirmiglerdir. Nitekim Avrupa’da vc cesitliliginin yiiksek
oldugu iilkelerde etmenin eseyli tiredigi belirtilmistir (Milgroom ve Cortesi 1999;
Braganga vd., 2007; Krstin vd., 2008; Krstin vd., 2011). Calismamizda,
Trabzon’dan elde edilen tek askospor izolatlar da ise vc ¢esitlilik saptanmamis ve
tim izolatlar ebeveyn izolat ile vejetatif yonden uyumlu bulunmustur. Nitekim
Artvin ve Rize’den elde edilen sonuglardan farkli olarak, Trabzon ilinde arazi
caligmalarinda da dominant olarak tek bir vc tip olan EU-1 bulunmustur. Bu
sonuglar Artvin ve Rize’de peritesyumlardan elde edilen tek askosporlarin vic
genleri yoniinden rekombinant oldugu ve bdlgede artan vc ¢esitliliginin bir diger
kaynagmin C. parasitica da meydana gelen eseyli iireme olabilecegini

gostermistir.

Bolgede C. parasitica’da olusan yeni vc tipler eseyli tireme sonucu olusabilecek
rlizgarla yayilma 6zelligine sahip askosporlar ile uzak mesafelere taginabilecektir..
Gilinlimiizde Artvin ve Rize illeri iginde sinirli olan bu vc ¢esitlilik gelecekte 6nce
Trabzon iline oradan batiya dogru ilerleyerek diger illere ve tiim Tiirkiye’ye kisa
siirede yayilabilecektir. Ulkemiz genelinde artacak bu vc cesitlilik hypoviriilent
irklarin - kullanildigi  biyolojik miicadeleyi olumsuz yo6nde etkileyebilecektir.
Bilindigi tizere C. parasitica populasyonlarindaki yiiksek vec cesitliligi biyolojik
miicadelenin basarisin1 6nemli oranda diisiirmektedir (Rigling ve Heiniger, 1999;
Milgroom ve Cortesi, 2004;). Nitekim ABD de biyolojik miicadelenin basarisiz
olmasi iilkede etmenin vc tip gesitliliginin yiiksek olmasi ile iligkilendirilmigtir
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(Anagnostakis, 2001). Bu nedenle yeni vc tiplerin olugmasini ve bunlarin diger
bolgelere  yayilmasimi  engellemek  hastalikla ~ miicadelede  gozoniinde
bulundurulmas: gereken hususlardan biridir.

C. parasitica Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma Organizasyonu (EPPO)’nun
listesinde A2 listesinde yer alan bir karantina patojenidir (Perlerou ve Diamandis,
2006). Ancak giniimiizde Kestane Kanseri diinyada bir ¢ok iilkeye yayilmis
durumdadir. Buna ragmen etmen karantinada A2 listesinde yer almaya devam
etmektedir. Fakat, karantina uygulamalarinda tolerans smurlari iilkelerin
kendilerine birakilmistir. Bir ¢ok bolgesinde C. parasitica vc gesitliliginin diisiik
oldugu bilinen iilkemiz kestane knaseri ile biyolojik miicadele agisindan son
derece avantajli bir ortama sahiptir. Bu avantajin korunmasi, hastalikla
miicadelede 6n planda turulmasi gereken en Onemli stratejilerden biri olmalidir.
Bu nedenle herhangi bir boélgede olusmus olan vc tiplerin diger bdlgelere
yayilmasinin 6niine ge¢mek i¢in iilkemizde karantina uygulamalarina hastaligin
bulagik oldugu yerlerde dahi hassasiyetle devam edilmelidir.

Sonug¢ olarak bu c¢alismada elde edilen veriler iilkemizde kestane kanseri
hastalifinin miicadelesinde kullanilacak stratejilerin belirlenmesinde son derece
onem tasimaktadir. Bilindigi lizere Kestane kanseri; kestane agaglarini 6liimiine
yol agmasi nedeniyle tilkelerin kestane tiretimini tehdit eden 6nemli bir hastaliktir.
Hastalikla miicadele i¢in en etkili yontem hipoviriilent wklarin kullanildig
biyolojik miicadele olup bu miicadelenin basarisinda C. parasitica’nin vejetatif
uyum grup cesitliligi 6nemli rol almaktadir. V¢ ¢esitliliginin olugsmasindaki en
onemli unsurlardan biri C. parasitica’nin eseyli tremesi sonucu farkli vic
genlerinin rekombine oldugu yeni bireylerin meydana gelmesidir. Calismamizda
Cryphonectria parasitica nin Dogu Karadeniz Boélgesinde her ti¢ ilde de (Artvin,
Rize ve Trabzon) eseyli tiredigi tespit edilmistir. Ayrica Rize ve Artvin’de vc
cesitliligin yiiksek oldugu ve bu durumun etmenin eseyli liremesi ile ilgili oldugu
da ortaya konmustur. Trabzonda tek bir vc tipin yiiksek oranda dominant olmasi
nedeniyle buradaki eseyli iireme yeni ve gruplar yaratmamaktadir. Giiniimiizde vc
cesitliligin Artvin ve Rize illeri i¢inde smirli bir alanda oldugu goriilmektedir.
Ancak eseyli tireme sonucu olusan askosporlarin riizgarla yayilmasi 6zelliginden
dolay1 bu yeni vc tiplerin uzak mesafelere tasinma riski bulunmaktadir. Ulkemizde
gelecekte diger bolgelerde de vc gesitliligin artmasi durumunda siiphesiz
hypoviriilent wrklarin ~ kullanildigi  biyolojik miicadele olumsuz olarak
etkilenecektir. Bu nedenle yeni vc tiplerin olugsmasim egellemek ve Dogu
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Karadeniz Bolgesinde olusan yeni vc tiplerin diger illere yayilmasinin Oniine
gecmek i¢in karantina uygulamalarinin titizlik icerisinde yapilmasi gerekmektedir.
Ayrica C. parastica’nin populasyon yapisinin ve ve tip ¢esitliligindeki degisimin
ozellikle Dogu Karadeniz illeri yanisira Bati illerinde de takip edilmesi son derece
onemlidir.
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