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0z

Aydin kestane iiretim alanlarindan elde edilen Cryphonectria parasitica
(Murrill) Barr izolatlarindan viriilenslik testleri sonucu segilen en yiiksek ve en diisiik
viriilenslige sahip iki izolat bu alanlarda yaygin olarak yetistirilen kestane tiplerinin
duyarliliklarinin belirlenmesinde kullanilmistir. Iki farkli test sonuglarina gore
N-7-3 (Sar1 Salman) en ¢ok duyarli, N-20-2 ve N-3-4 ( Isiklar) ise en az duyarh
kestane tipleri olarak bulunmustur. Ayrica Aydin Yoresinde bulunan ii¢ mese tiirii
(Quercus cerris, Quercus coccifera, Quercus ilex) tizerinde dogal ortamda kestane
kanseri belirtileri gozlenmemis ancak C. parasitica’min bu tiirler {izerinde
enfeksiyona neden olabilecegi in vitro kosullarda belirlenmistir. Vejetatif uyum
gruplart da belirlenen C. parasitica izolatlarinin Avrupa v-c gruplarindan EU 1 ve

EU 12 ile uyumlu oldugu bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Cryphonectria parasitica, kestane kanseri, kestane, mese

ABSTRACT

Two isolates, one with highest and another with lowest virulence, which were
selected according to the results of the virulence tests conducted on Cryphonectria
parasitica (Murrill) Barr isolates collected from Aydin’s chestnut orchards, were
used in the evaluation of susceptibilities of the chestnut genotypes, which are
predominantly grown in the area. Two different pathogenicity tests indicated that
either N-20-2 or N-3-4 (Isiklar) genotype showed lower susceptibility, whereas
N-7-3 (Sar1 Salman) was found to be the most susceptible one. In addition to this, no
chestnut blight symptoms were detected in nature on the three oak species
(Quercus cerris, Quercus coccifera, Quercus ilex), which are the only species
commonly found in Aydin Province. However it was determined that C. parasitica
caused infections on these oak species in vitro studies. C. parasitica isolates v-c type

tested were found to be only compatible with EU 1 and EU 12 European v-c types.
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1. GIRIS

Kestane (Castanea spp.), bir orman agaci olarak ekolojik 6neminin yam sira
ekonomik degeri de yiiksek bir bitkidir. Meyvesi ¢ok eski caglardan beri gerek
lezzeti, gerekse igerdigi besin dgelerinden dolayr insanoglunun severek tiikettigi bir
besin kaynagir olmustur. Nitekim ilk caglarda daglarda yasayan insanlarin
beslenmesindeki dneminden dolay1 bu agaca “ekmek agaci1” adi verilmistir. Kestane
besin Ogeleri olarak nisasta ve cesitli sekerler, lifli maddeler, protein, mineral

maddeler, B1, B2, C ve A vitaminlerini icermektedir (Ulkiimen, 1973).

Kestaneden bir¢ok sanayi dalinda yararlanilmaktadir. Meyvesi gida sanayinde
sekerleme, recel, un (Soylu, 1984) ve ¢cocuk mamasi yapiminda (Grassi et al., 1997)
kullanilmaktadir. Ayrica kestane odununun, esnek ve dayanikli olmasi nedeniyle
yapt malzemesi olarak telgraf direkleri, demiryolu traversleri, keman, gitar gibi
miizik aletleri ve mobilya yapiminda kullanilirken, agacin yiiksek tanen icerigi
nedeniyle de 6zellikle Avrupa kestanesinden elde edilen tanenden deri sanayisinde
yararlanilmaktadir (Westwood, 1993). Tiim bunlarin yam sira kestane meyvesi
kabuklarinin ates diisiiriici, sinirleri yatistirici, meyvesinin ise zihinsel yorgunlugu

giderici oldugu sdylenmektedir.

Birgok yoresi iklim ve toprak ozellikleri bakimindan kestane yetistiriciligi
icin uygun olan iilkemiz 6nemli iiretim potansiyeline sahiptir (Soylu, 1984). Nitekim
FAO’nun 2005 yili kayitlarina gore, diinyadaki toplam kestane iiretimi yaklagik
1 milyon 129 bin ton olup; ilk sirada 825 bin tonluk kestane iiretimiyle Cin yer
alirken, 52 bin tonla italya ve 50 bin tonla Giiney Kore’yi takiben Tiirkiye 49 bin

tonluk iiretimiyle dordiincii sirada yer almaktadir (Anonymous, 2005).

Ulkemizde kestane iiretimi yaygin olarak Karadeniz Bolgesi, Marmara Denizi
cevresi ile Bati Anadolu’dan Antalya’ya kadar olan alanlarda yapilmaktadir (Soylu,
1997). Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun 2004 yili verilerine gore Cizelge 1’de de
belirtildigi gibi iilkemizin toplam kestane iiretimi yaklagik 50 bin ton olup bunun

% 59’luk kismin1 Ege Bolgesi karsilamaktadir (Anonymous, 2004).



Cizelge 1. Tiirkiye’de kestane iiretimi yapilan bolgelerdeki ve ilk dort ildeki iiretim durumu
(Anonymous, 2004)

Bolgeler Uretim ( Bin Ton) iller Uretim ( Bin Ton)
Ege 29.8 Aydmn 15.4

Karadeniz 13.4 Tzmir 8.1

Marmara 6.2 Sinop 4.5

Akdeniz 1.0 Kastamonu 33

Ege Bolgesi'nde yer alan ve Aydm Tarim Il Miidiirliigii’ niin 2005 yili
kayitlarina gore 17 bin tonluk kestane iiretimi ile Tiirkiye’de birinci sirada bulunan

Aydin Ili’nin Ilgeler bazindaki toplam meyve veren kestane agaci sayisi, agac basmna

ortalama verimi ve kestane iiretimi ile ilgili degerler ise Cizelge 2’de verilmistir.

Cizelge 2. 2005 yilinda Aydin’in kestane iiretimi yapilan ilgelerinde kestanelerin kapladig: alan,
toplam meyve veren kestane agaci sayisi, aga¢ bagina ortalama verimi ve toplam kestane

tiretimi *
Toplam meyve Agac basina
il(;eler Kapladig1 alan veren agac sayisl ortalama verim Uretim
(ha) (kg) (ton)

Merkez 170 9,815 40 393
Bozdogan Q** 13,650 14.6 199

Cine 105 21,100 70 1,477
Karacasu 0 3,700 25 92
Karpuzlu 0 3,450 50 172
Kogarli 27.5 2,000 58 116

Kosk 1,550 87,500 25 2,187
Kuyucak 65 7,700 20 154

Nazilli 2,150 270,000 30 8,100
Sultanhisar 1,543 144,770 31 4,488

* Tarim ve Koyisleri Bakanligi, Aydin Tarim 11 Miidiirliigii Kayitlari, 2005 .
** Kestane agaglariin diizgiin ve toplu olarak bulunmamasi nedeniyle kapladigi alan sifir olarak

degerlendirilmistir.

Ekolojik ve ekonomik degeri yiiksek olan kestanenin diinyada ve iilkemizde
(Delen,1975;
Gravatt,1949; Pavari, 1949; Anagnostakis, 2001). Bunlardan en 6nemlisi genis ¢apta

bircok olumsuz faktoriin etkisi altinda oldugu bilinmektedir

agac¢ Oliimlerine neden olan Cryphonectria parasitica (Murrill) Barr’in olusturdugu

kestane kanseri hastalifi olup, diinya  kestane iiretimini olumsuz y&nde



etkilemektedir (Anagnostakis, 1987; MacDonald,1993). Ik kez 19. yiizyilin baginda
Amerika Birlesik Devletleri’ nde belirlenip, tanimlanmis olan Asya kokenli bu
hastalik (Merkel, 1905’ atfen Anagnostakis, 2001) Avrupa’da da ilk olarak italya’da
goriilmiistiir (Pavori, 1949; Heiniger and Rigling, 1994).

Tiirkiye’de ise hastalik ilk kez 1967°de Marmara Bolgesi’nde saptanmis
(Akdogan ve Erkman, 1968) ve bu bolge ile Karadeniz Bolgesi kestaneliklerinde
yayilarak ¢ok sayida agac Oliimlere neden olmustur (Delen, 1975; Coskun et al,
1999; Baykal et al., 2000). Ege bolgesinde Balikesir, [zmir, Manisa Illeri
kestaneliklerinde de belirlenen bu hastaligin (Celiker, 2000) Aydin Yoresi kestane
alanlarina da bulasarak yayilmaya basladign o6zellikle Menderes Havzasi’ nin
kuzeyinde yer alan ve Aydin ilinin kestane iiretiminin yaklasik % 90’nim saglayan
Sultanhisar, Kosk ve Nazilli ngleri kestane tiretim alanlarina bulastigi, hatta bazi
koylerde onemli sayilabilecek kurumalara neden oldugu saptanmistir (Erincik et al.,

2003).

C. parasitica kestane diginda diger baz1 genis yaprakli orman agaglarinda da
bu hastaliga neden oldugu ( Stipes 1978’ e atfen Dallavalle and Zambonelli, 1999)
ozellikle de meselerde (Quercus spp.) kestanelerdekine benzer simptomlart
olusturdugu ayrica giirgen (Carpinus betulus L.), kizilaga¢ (Alnus cordata Desf.) ve
kayacik (Ostrya carpinifolia Scop.) tiirlerinde de goriildiigii bildirilmistir (Luisi et
al., 1993). Bu husus genelde orman alanlar ile kestaneliklerin i¢ ice bulundugu
tilkemizde ve Aydin yoresinde hastaligin yayilmasinda kestane disindaki

konukgularin etkili olabilecegi varsayimim akla getirmektedir.

Aydin Orman Boélge Miidiirliigii’'nden alinan bilgilere gore Aydin 11 sinirlar
icerisinde kestaneliklerin bulundugu alanlarda kestane kanseri etmeninin diger
konukcularindan sadece mese bulunmaktadir. Ayrica; ormanlik alanlarda bulunan
cali formundaki meseliklerin bozularak kestaneliklere doniistiiriilmesi ve de agac
formundaki meseler arasina kestane agaclari dikilerek kestane iiretimine izin
verilmesi sonucu Aydin yoresinde ki kestanelikler bilyiik oranda meselikler ile ayn1

alanda yer almaktadir.



Saym Halit Salkacr’ dan' alman bilgilere gore, Aydin yoresinde sadece 3
mege tiirii bulunmakta olup, bunlar herdem yesil meselerden Kermes Mesesi
(Quercus coccifera L.), Pirnal Mesesi (Quercus ilex L.) ve kirmizi meselerden de
Sacli Mese (Quercus cerris L.) dir. Ancak kestane kanserinin bu mese tiirlerinde
hastalik olusturup olusturmadigina dair bir bilgi yoktur. Bu sorunun yaniti hastalikla

savasim yontemlerinin ortaya konulmasinda belirleyici olacaktir.

Pratige aktarilmis bir kimyasal savasimin olmadigi, kiiltiirel onlemler ile
karantina’nin sinirh bir kontrol sagladigi bu hastalikta (Jaynes and Van Alfen, 1977 ;
Elliston, 1981) C. parasitica’nin hipoviriilent irklarindan (Anagnostakis and Jaynes,
1973; MacDonald and Fulbright, 1991; Heiniger and Rigling, 1994) ve baz
antogonist organizmalardan (Arisan-Atac et al, 1995; Wilhelm et al., 1998)
yararlanilarak yapilan biyolojik savasim yaninda 6zellikle dayanikl ¢esitlerin 1slahi
ve yetistirilmesi ile etkin bir savasim yOniinde Onemli adimlar atilmigtir
(Anagnostakis, 1992). Ulkemizde de benzer calismalar ile Marmara bolgesindeki
yoresel kestane cesitleri (Baykal et al., 2000) ve Karadeniz bolgesindeki bazi kestane
genotipleri (Erper ve ark.,2005) arasindan hastalik etmenine kars1 dayanikli olanlar

saptanmuigtir.

Tiirkiye kestane iiretiminde en biiyiilk paya sahip olan ve kestane kanseri
tehlikesi altina giren Aydm Ili’nde hastaligin yayilisinin kontrol altina alinmasi ile
birlikte yorenin temiz iiretim alanlarinin hastaliktan ari tutulmasi iiretimin

devamliligini saglama acisindan gereklidir.

Kestane kanseri hastaligina kars1 savasimda siirdiiriilen ¢esitli uygulamalarin
yeterince etkili olmamasi sonucu ¢ogu iilkede kolay, ucuz, saglikli ve etkin olmasi
yonleriyle verim ve kalite kriterleri yiiksek dayamikli cesitlerin saptanmasi,
gelistirilmesi ve liretimi ¢caligmalarina yonelinmistir. Bu bakimdan da agronomik
degerleri yoni ile oOzellikle iiretimde tercih edilen cesitlerin hastaliga karsi
duyarhiliklarinin ortaya konulmasinin biiyilk dnemi vardir. Bu nedenle calismada,
yoremizde yaygin olarak yetistirilen, kalite ve verim kriterleri acisindan iyi

ozelliklere sahip olmasi nedeniyle iiretimde olan kestane tiplerinin Aydin kestane

“Aydin Orman Bolge Miidiirliigii isletme Sefi



tiretim alanlarindan elde edilen ve farkli viriilenslige sahip C. parasitica izolatlarina
karsi olan duyarliliklarin belirlenmesi hedeflenmektedir. Kestane tiplerinin farkli
yontemler kullanilarak ortaya konulacak olan reaksiyonlari, Aydin yoresi kestane
tiretiminde bu hastaliga kars1 cesit/ tip tercihi yoniinden veri saglayabilecegi gibi,
yontemlerin karsilagtirilmas: ile de uygun ve giivenilir olan testler vurgulanmis

olacaktir.

Diger taraftan bu ¢alismanin bir diger yonii de kestane kanseri hastaliginin
yayllmasinda onemli bir inokulum kaynagi olan diger konukc¢ulardan mesenin
yoremizde bulunan tiirlerinin etmene konukculuk yapip yapmayacaginin
saptanmasidir. Boylece hastalikla savasim stratejilerinin belirlenmesi yoniinde

kestaneliklerle i¢ ice bulunan meseliklerin 6nemi ortaya konulmus olacaktir.



2. LITERATUR BILDIiRiSLERI

Kestane (Castanea spp.), diinyada genis bir alana yayilmis olup ¢ok farkli
tirleri bulunmaktadir. Bu tiirler arasinda Amerikan kestanesi [Castanea dentata
(Marsh.) Borkh.], Avrupa kestanesi [Castanea sativa Mill.], Japon kestanesi
[Castanea crenata (Marsh.) Borkh.], Cin kestanesi [Castanea mollissima Bl.] en

yaygin ve ekonomik olanlaridir (Vossen, 2000).

Kestanenin orijini hakkinda kesin bir bilgi olmamakla birlikte baz1 yazarlara
gore kestanenin anavataninin Anadolu oldugu ve adim da bugiinkii adiyla
Kastamonu olan Kastanis sehrinden aldig ileri siiriilmektedir (Jaynes, 1979; Soylu,
1984). Avrupa’da kestanenin orijini, gelisimi ve yayilisi ile ilgili yapilan
aragtirmalara gore diinyadaki buzullasma sonucu Avrupa’daki tiim kestanelerin
oldiigii ve sadece Kuzey Anadolu ve Kafkasya’da kalan kestanenin, Bati Anadolu’da
kiiltiire alindi1g1 ve buradan da Romalilar tarafindan Avrupa’ya gotiiriilerek yayildigi
varsayllmaktadir (Erdem, 1951). Bati Avrupa’dan Dogu Anadolu’ya dogru
gidildikce kestanelerde genetik cesitliligin artmasinin bu hipotezi gii¢lendirdigini

belirtmektedirler (Zohary and Hopf, 1988; Villani et al.,1994) .

20. yiizyilla kadar milyonlarca hektar yayilis alani ile diinya iizerinde en
yaygin bulunan agaclar icinde yer alan kestanenin varligi ve iiretimi 1900 yillarin
basindan itibaren kestane kanseri nedeniyle olumsuz yonde etkilenmeye baslamistir.
Cryphonectria parasitica (Murrill) Barr adli bir fungal etmenin neden oldugu bu
hastalik 6nce Amerika ve daha sonra Avrupa kestane iiretim alanlarinda biiyiik capta
tahribat olusturmus ve 6zellikle Kuzey Amerika’da kestane genis alanlar1 kaplayan

bir agac olma 6zelligini kaybetmistir ( Jaynes, 1979).

Bu hastalik diinyada ilk kez Herman Merkel tarafindan 1904 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)’ nin New York sehrinde bir hayvanat bahcesinin park
alaninda Amerikan kestanesi (C. dentata) iizerinde saptanmis ve belirtileri agaclarin
dallarinda yada tiimiinde hizla olusan kurumalar gseklinde tamimlanmistir
(Anagnostakis, 2001). Bu tespiti takip eden yillarda hastalik Amerika’'nin kuzey

kisimlarindaki kestane ormanlarinda kisa siirede yayilarak ¢ok sayida kestane



agacinin kurumasina yol agcmistir. Hastaligin iilkenin giiney eyaletlerine yayilmasinin
engellenmesi icin ABD Hiikiimeti 1912 yilinda hastalik ile ilgili karantina yasasini
uygulamaya koymustur (Waterworth and White, 1982). 1900’lii yillardan Once
ABD’ye ilk yerlesen Japonlar ile Cinliler’in Uzak Dogu’dan farkli kestane c¢esitlerini
getirdikleri ve Amerikan kestane anaglarina asiladiklart bilindiginden hastaligin
kokeninin Asya olabilecegi varsayimi ile 1913 yilinda ABD Tarim Bakanlhigi
hastaligin Asya’da olup olmadiginin arastirilmasina karar vermistir (Anagnostakis,
1989). Yapilan ¢alismalar ile bu hastalik 1913 yilinda Frank Meyer tarafindan Cin’
de Cin kestanesi (C. mollissima) iizerinde, yine aym kisi tarafindan 1915 yilinda da
Japonya’ da Japon kestanesi (C. crenata) lizerinde saptanmis ayrica Flippo Gravatt
ve David Marshall ABD’ de alinan karantina Onlemlerine ragmen 1926 yilinda
hastaligin bu iilkenin kuzey bolgelerinin disina c¢iktigini ve giiney eyaletlerindeki
kestaneliklere de bulastigin1 belirtmislerdir (Anagnostakis, 2001). Hastalik bundan
sonraki yillarda da yogunlugunu arttirak iilkedeki yayillmasim siirdiirmiis ve 1950° 1i
yillara gelindiginde ise yaklasik 3,5- 4 milyar kestane agacinin Oliimiine neden

olmustur (Roane et al., 1986).

Kestane kanseri, Avrupa’da ilk kez Biraghi tarafindan 1938 yilinda italya’nmn
Genova yakinlarinda Avrupa kestanesi (C. sativa) lizerinde saptanmigtir. 1940’1l
yillardan itibaren Italya’nin cogu kestaneliklerine bulasan bu hastaligin, 1940-1970
yillar1 arasinda dnce italya’ ya komsu olan Ispanya, Fransa ve Isvicre’ ye daha sonra
giineydogu Avrupa’ da Yugoslavya, Yunanistan ve Tiirkiye’ ye kadar ulastigi, 1970
ve 1980’ 1i yillarda da Portekiz, Almanya, Avusturya, Macaristan ve Slovakya’y1
icine alan ¢ok genis bir alana yayildig1 belirlenmistir (Heiniger and Rigling, 1994;
Milgroom and Cortesi, 2004).

Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma Organizasyonu (EPPO) nun kayitlarina
gore giinlimiizde kestane kanseri Avrupa kitasinda Avusturya, Belcika, Bosna-
Hersek, Fransa, Almanya, Yunanistan, Macaristan, italya, Makedonya, Polonya,
Rusya (Karadeniz kiyilar1), Slovakya, Slovenya, Ispanya, Isvicre, Tiirkiye, Ukrayna

ve Yugoslavya’ da , Asya kitasinda Cin, Giircistan, Hindistan, Japonya, Giiney Kore,



Kuzey Kore, Tayvan’ da, Afrika kitasinda Tunus’da, Kuzey Amerika kitasinda

Kanada ve Amerika Birlesik Devletleri’nde bulunmaktadir (EPPO, 2005).

Kestanenin siirgiin, dal ve govde gibi toprak iistii odunsu organlarinda
olusturdugu tipik kanserlerle tanman bu hastalik enfekteli alanlarda bir renk
degisikligi seklinde dikkat cekmeye baslar. Bu degisme c¢ok belirgin olmamakla
birlikte geng siirgiinlerde zeytini yesil olan kabuk renginin parlak kizil kahverengiye
dontismesidir. Takiben bu kisimlarda ¢okmeler ve kabuk dokusunda kambiyuma
kadar ulasan, dala ve govdeye paralel catlaklar olugsmaktadir. Etmenin geligsiminin
yavas oldugu durumlarda etkilenen alandaki kabugun altinda yeni saglikli dokularin
gelisimi sonucu olarak bu bolgede siskinlikler gozlenebilmektedir. Zamanla bu tip
kanserlerde kabugun iist kisminda yiizeysel ¢atlamalar olusmaktadir (Gravatt, 1949;
EPPO, 2005). Bu belirtilerin yam sira etmenin konukcu bitki {izerinde olusturdugu
gozle goriilebilen gelismeler ve yapilar da hastalifin taninmasinda yardimci
olmaktadir. Bunlardan en belirgin olami kanserli dokular iizerinde olusan sari-turuncu
veya kirmizimsi renkte ve toplu igne bagi1 biiyiikliigiinde stromalardir ( Murrill, 1906’
ya atfen Rittenour, 2005). Nemli kosullarda stromalarda, icerisinde milyonlarca
konidinin bulundugu turuncu-sar1 renkte kivrik siruslarin olustugu dikkat
cekmektedir (EPPO, 2005). Ayrica enfekteli kabuk dokusu ile odun dokusu
arasindaki yelpaze seklinde miselyal gelisim de etmenin bir diger tipik belirtisidir
(Heiniger and Rigling, 1994). Hastaligin ilerlemesi ile kanser, dal veya gdvdeyi bir
halka gibi cepecevre sararak bu bolgenin {iizerinde kalan kismin tamamen
kurumasina neden olmaktadir. Bu tiir dallarda ilk olarak yapraklarda solgunluk
olusur, daha sonra kahverengileserek yapraklar dal iizerinde asili halde kalirlar
(Roane et al., 1986). Cogu zaman enfekteli bolgenin altinda kalan saglikli kisimlarda
yeni silirgiin gelisimleri de gozlenmektedir (Heiniger and Rigling, 1994;

Anagnostakis, 1997)

[Ik ©nce 1906 yilinda Murrill’ in Diaporthe parasitica Murrill olarak
adlandirdig kestane kanseri’nin etmeni, 1912’ de Endothia cinsine transfer edilerek
Anderson and Anderson tarafindan adi Endothia parasitica (Murr.) And. & And.

olarak degistirilmistir. Daha sonra etmenin taksonomik olarak yer aldig1 Diaporthales



takiminin yeniden degerlendirilmesi ile etmenin cinsi Cryphonectria olarak olarak
isimlendirilmistir (Barr, 1978 e atfen Rittenour, 2005). Cryphonectria parasitica
(Murr.) Barr ad1 ile Ascomycota subesinin, Pyrenomycetes sinifina ait, Diaporthales
takiminin Valsaceae familyasinda yer alan kestane kanseri etmeninin (Agrios, 1997)

morfolojik 6zellikleri ve iireme sekilleri asagida verilmistir.

C. parasitica dogal kosullarda enfekte ettigi agaclarin kabuk dokulari
tizerinde yan kisimlar kabuga gomiilii halde, renkleri sar1 ile koyu turuncu arasinda
degisen, 0,5-4 mm capinda ve 2,5 mm yiiksekliginde stromalar olusturmakta ve
i¢clerinde 100-300 um capinda piknidiumlar gelismektedir (Anagnostakis and Kranz,
1987; Milgroom, 1995). Piknidiumlar icerisinde ise dallanmis konidioforlar {izerinde
konidiler olusmaktadir (MacDonald, 1993). Konidiler 3-5 X 1,5-2 um boyutlarinda
oval ve cubuksu, bazi hallerde hafifce kivrik sekilli, saydam ve bolmesizdir (Ellis
and Ellis,1985). Olgunlasmis konidiler nemli kosullarda, yapigkan sivi ile karisik
akint1 seklinde piknidiumlarin tepesindeki delikten disariya ¢ikarak riizgarla karigik
yagmurlu havalarda yagmur damlalaryla etrafa sagilarak hastaligin kisa mesafelere

yayilmasina neden olurlar (Fulbright, 1999).

Genel olarak heterothallik bir eseyli iiremenin goriildigti C. parasitica’ da
MAT-1 ve MAT-2 genlerine sahip konidilerle hiflerin birlesmesi ile gerceklesen
eseyli iireme sonucu stromalar icinde olusan peritesiumlar (Mara and Milgroom,
1999) 300-400 wm capinda, siskin kese seklinde olup, 300-600 pm uzunlugunda ve
200 um capinda bir boyun kismina sahiptir. Boyun kismi stromanin disina kadar
uzanir. Peritesyumlarda; 32-55 X 7-8,5 um boyutlarindaki askuslar igerisinde iki sira
halinde ortalama 8 adet askospor bulunmaktadir (Fulbright, 1999). 7-12 X 3,5-5,0
um boyutlarinda, iki hiicreli, oval ve piiriizsiiz bir sekilde olan askosporlar (Ellis and
Ellis, 1985) peritesyumdan basingla digart atilip hava akimlarina karisarak hastaligin
uzak mesafelere yayilmasinda etkili olmaktadir (Milgroom, 1997; Guerin et al.,

1999).

Yapay besi ortaminda C. parasitica’nin, oda sicakliginda ve 151k altinda

gelisen miselyumunun rengi gen¢ donemde beyaz iken daha sonra agik-sar1 ve sari-
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turuncuya doniismektedir. Miselyum daha ilerki donemlerde kirmizi-turuncu yada

bordo-mor rengini almaktadir (Ellis and Ellis, 1985).

C. parasitica bir yara parasiti olup kestaneye siirgiin, dal ve govdede mekanik
yada dogal yolla acgilmis olan yaralardan, c¢atlaklardan giris yapmaktadir
(Anagnostakis and Kranz, 1987; Heinigier and Rigling, 1994; Fulbright, 1999).
Etmen, konuk¢u dokulardaki kolonizasyonu siiresince konukc¢unun hiicre duvarini
parcalayan basta poligalakturonaz, kiitinaz, selillaz ve renin tipi proteaz
endothiapepsin olmak iizere bir dizi hidrolitik enzimler salgilamaktadir (Havir and
Anagnostakis, 1983; Gao et al., 1996). Etmenin meyvelerde kabukta bulunabildigi
fakat meyveyi enfekte etmedigi bildirilirken (Jaynes and DePalma, 1984), toprak alt1
organlarda da enfeksiyona neden olmadigi belirtilmektedir (Heiniger and Rigling,

1994).

Etmen kis1 kanserlerde kabuk dokusu igerisinde miselyum olarak gecirdigi
gibi kosullara bagli olarak bu kanserli dokular iizerindeki stromalar igerisinde
piknidium veya peritesyum olarak da kislayabilmektedir (Guerin et al., 1999). Etmen
bu dokularda miselyum olarak 10 ay kadar canliligin1 koruyabilmektedir (Hepting,
1974). Kis aylarinda gerek konukc¢unun duyarliligimin azalmasi gerekse iklim
kosullarinin etmenin gelisimi i¢in uygun olmamasi nedeniyle kanser geligsiminin
yavasladig1 yada durdugu, en hizli kanser gelisiminin sicak ve kurak yaz aylarinda
gerceklestigi bildirilmistir (Guerin and Robin, 2003). Ayrica dogal kosullarda
askospor cikisinin Mart- Ekim aylart arasinda oldugu ve en fazla askospor ¢ikisinin

da Mayis ayinda oldugu saptanmistir (Guerin et al., 2001).

Etmen saglikli agaclara askospor ve konidi olarak hava akimlar1 ve yagmurla
dogrudan yayilabildigi gibi dolayl olarak bu sporlarin ve ayrica miselyumun basta
bocekler ve kuslar olmak iizere, kanserli dokular ile temas eden her tiirlii hayvan ile
ve bunlara ek olarak kiiltiirel islemler sirasinda kullanilan aletlerle de tasindigi
belirtilmistir (Delen, 1975; Sharf and DePalma, 1981, Fulbright, 1999). ABD’de
yapilan bir calismada kestane kanseri dokulari {izerinde 495 cesit bocek tiirii tespit
edilmis ve bunlardan 69’ unun C. parasitica inokulumu tasidiklar1 belirlenmistir

(Russin et al., 1984). Diger taraftan bir bagka calismada ise; kabuklu boceklerden
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Scolytus intricatus (Ratz.) ve Xyleborus monographus (F.)’ un C. parasitica ile
bulasik oldugu saptanarak bu boceklerin etmenin mese ve kestane arasinda

tasinmasinda ¢ok etkili olabilecegi bildirilmistir (Frigimelica and Faccoli, 1999).

Kestane kanserinin ilk kez saptandigi tarihten bugiine gelinceye kadar
miicadelesi yoniinden cesitli yontemler denenmis ancak bunlardan etkili sonuglar
elde edilememistir. Hastaligin inokulum kaynaklarinin yok edilmesine yonelik olarak
1906’ da Murrill tarafindan hastalikli dallarin budanmasi, hasta agaglarin kesilmesi
ve yakilmasi gibi sanitasyon uygulamalari Onerilmis olsa da bunlarin hastalig
kontrol etmede tek basina etkili bir yontem olmadigr anlagilmistir (Rittenour, 2005).
Bunun iizerine ABD’ de hastaligin yayilmasini 6nlemek amaciyla 1911 yilinda
hastalikla ilgili karantina yasasi yiiriirliige konulmustur. Bu kapsamda cok genis bir
alanda eradikasyon uygulamalar yapilmis ancak yine kestane kanserinin yayilmasi
engellenememistir. Benzer uygulamalardan Avrupa’da da basar1 elde edilememesi

sonucu bu tiir eradikasyon uygulamalarindan vazgecilmistir (Pavari, 1949).

Kestane kanserinin kimyasal yontemlerle kontrolii konusunda ozellikle
sistemik fungisitlerin gelistirilmesinden once yapilan ¢alismalardan olumlu sonuglar
alimmamistir. Sistemik fungisitlerin bircok fungal hastaligin kontroliindeki basarih
performansi Delen (1979) tarafindan kestane kanseri {izerinde de degerlendirililmis
ve Bavistin (Carbendazim), Benlate (Benomyl) ve Enovit Siiper (Thiophanate-
methyl) etkili bulunmustur. Ancak etmenin bu ilaglara dayamiklilik kazanma
olasiligi, meyvelerde kalinti diizeyleri ve hipoviriilent 1rklara etkileri
belirlenmediginden, uygulamaya aktarilmasi1 yoniinde bir 6neride bulunulmamuistir.
Nitekim Delen (1980) bu calismasin1 takip eden arastirmasinda kestane kanseri
etmenine karsi etkili bulunan fungisitlerin siirekli kullanilmasi sonucu in vitro
kosullarda dayanikliligin ortaya ¢iktifini ve kazanilan dayanikliligin kalici oldugunu
saptamistir. Diger taraftan sistemik fungisitlerin uygulanabilirligi agisindan hastalikli
agaclarda farkli enjeksiyon yontemleri kullanilarak yapilan caligmalar iimitvar

sonuclar vermistir (Jaynes and Van Alfen, 1974; Tattar, 2004 ).

1950-1960 yillar1 arasinda Italya’da kanser hastalimin bulundugu bazi

kestaneliklerde iyilesmelerin saptanmasi, daha sonra iyilesme gozlenen bu
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agaclardan siskin ylizeysel kanserler olusturan, viriilensligi diisiik, besi ortaminda
beyaz miselyuma sahip C. parasitica izolatlarinin elde edilmesiyle, hastalik
etmeninin biyolojik savagimi ile ilgili ilk adimlar atilmistir (Heiniger and Rigling,
1994). C. parasitica’ min viriis benzeri partikiiller veya dsRNA iceren bu streynleri
Jean Grente tarafindan hipoviriilent olarak adlandirilmistir. Hipoviriilent streyn’den
viriilent olana anastomasis yolu ile sitoplazmik olarak taginan hipoviriilenslik kanser
olusumunu yavaglatarak veya durdurarak kanserli dokularin iyilesmesine olanak
sagladigindan C. parasitica’ nmin biyolojik kontroliinde hipoviriilent 1rklardan
yararlanilmaya basglanmistir (Van Alfen et al, 1975; Roanne et al., 1986;
Anagnostakis, 1988; Fulbright er al, 1988; Bisiach et al.,1988; MacDonald and
Fulbright, 1991; Heiniger and Rigling, 1994). Hipoviriilensligin yayilmasinda rol
oynayan anastomasis sadece ayn1 vejetatif uyum (v-c) grubuna ait bireyler arasinda
gerceklesmektedir (Anagnostakis 1977; Milgroom, 1995). Bu nedenle vejetatif uyum
gruplarmin cesitliligi  hipoviriilensligin dogada yayilmasin1 etkileyen en Onemli
faktorlerden biri olup diisiik v-c grup sayisina ait populasyonlarda hipoviriilenslik
daha hizli yayilmakta ve hastalik etmeninin biyolojik kontroliinde etkili olmaktadir
(Anagnostakis et al., 1986; Huber and Fulbright 1994; Liu and Milgroom 1994).
Ulkemizde baslica kestane iiretim alanlarinin yer aldigi Ege, Karadeniz ve Marmara
Bolgesi kestaneliklerinde bu konuda yapilan calismalarda v-c grubu ¢esitliliginin
diisiik oldugu ve Avrupa izolatlart ile uyumlu oldugu goriilmiistiir (Coskun et al.,
1999; Celiker, 2000; Giirer et al., 2001; Doken ve ark., 2004). Bunlarin paralelinde
Ulkemizin C. parasitica populasyonu icinde hipoviriilent streyn’lerin de bulundugu
ortaya konmus (Coskun et al., 1999; Celiker, 2000; Giirer et al., 2001; A¢ikgoz ve
ark., 2004; Celiker ve Onogur, 2004) ve bu streyn’lerin C. parasitica ile miicadelede

degerlendirilmesi iizerine ¢alismalar yapilmistir (Celiker, 2000).

Biyolojik savasima yonelik arayislar icinde yapilan calismalarda kanserli
dokulara Groome et al. (2001) tarafindan Bacillus megaterium, Wilhelm et al. (1998)
tarafindan Bacillus subtilis uygulamasinin dokularda iyilesme sagladigi saptanmistir.
Baska bir calismada da Trichoderma viridae ve diger Trichoderma sp.’nin de C.

parasitica‘ ya kars1 etkili oldugu belirtilmistir (Arisan-Atac et al., 1995).
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1913 yilinda Fairchild tarafindan Cin’ de Cin kestanesinin, 1916 yilinda da
Japonya’ da Shear ve Stevens tarafindan Japon kestanesinin C. parasitica’ ya karsi
dayanikli oldugunun bildirilmesini (Anagnostakis, 1992) takiben baglayan ¢alismalar
ile ilk olarak 1922 yilinda ABD Tarim Bakanlhigi’'nca New York’ da Cin ve Japon
kestaneleri ile Amerikan kestanelerinin ¢aprazlamasi sonucu kestane kanserine
dayanikli hibrit gesitler gelistirilmeye calisilmistir. Ancak elde edilen hibrit cesitler
aragtirma ortaminda kansere karsi belli diizeyde dayamiklilik gostermesine karsin
cogunlugu dogal kosullarda aymi reaksiyonu gostermemistir (Jaynes 1978 e atfen
Bazzigher and Miller, 1991). Alinan bu basarisiz sonug¢larin ardindan 1960’ larda
USDA kestane 1slah calismalarin1 durdurmustur. 1981 yilinda bir bitki genetikgisi
olan Charles Burnham kestane 1slahinda otsu bitkilerde kullanilan geriye caprazlama
1slah yontemini Onererek Cin kestanesindeki dayaniklilik 6zelliginin Amerikan
kestanesine aktarilabilecegini soylemesi ve bunu arastirmalarinda ortaya koymasi ile
kestane 1slah1 konusunda c¢alismalar tekrar hiz kazanmistir. Bu calismalarin
sonucunda ABD’ de kansere kars1 dayanikli cesit gelistirme konusunda oldukga yol
alimmig ve kestane kanserine dayanikli hibritler elde edilmistir (Burnham, 1987;
Anagnostakis, 1997). Bu hibritlerin doga kosullarinda C. parasitica’ya olan
reaksiyonlarinin test edilmesinin yaklasik 2012 yilina kadar siirdiiriilecegi, basarili

olmas1 durumunda iiretime gegilecegi bildirilmistir (Sisco, 2004).

Qin et al. (1999) tarafindan Cin’de denemeye alinan 17 Cin kestanesinin
C. parasitica’ ya kars1 gosterdigi dayaniklilik Slgiilerek, her bir gesitin etmene karsi
reaksiyonlarinin farkli olmasina ragmen cogunun viriilent irklara karsi dayanikli
oldugu belirtilmistir. Bu c¢esitlerde olusan kanserlerin ufak oldugu veya kallus
olusumu ile kisa siirede kapandig1 gézlemlenmistir. Ele alinan ¢esitlerden beiyu2’nin
en yiiksek dayamiklilik sergiledigi saptanarak bu cesitin ileride yapilacak 1slah

programlari i¢in dayaniklhilik kaynagi olarak degerlendirilebilecegi ifade edilmistir.

Avrupa’da da kestane kanserine karsi dayanikli kestane cesitlerinin
belirlenmesi ve gelistirilmesine yonelik caligmalar yiiriitiillmiis fakat genis capta
tiretim icin Onerilebilecek cesitler elde edilememistir (Pavari, 1949; Bazzigher,

1981). Nitekim Isvicre’ de 30 yil boyunca siiren dayanikli kestane seleksiyonu
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calismalarinda icerisinde C. mollisima, C. crenata, ve C. sativa tiirlerinin bulundugu
120 binden fazla kestane fidan1 C. parasitica’ya olan reaksiyonlar1 yoniinden test
edilmis ve bunlardan 30 bin fidanda farkli diizeylerde dayamklilik saptanmistir
(Bazzigher and Miller, 1987). Bu fidanlar tizerinde yapilan ikinci bir seleksiyon
sonucu 120 adedi en dayanikli klonlar olarak belirlenmistir. Ancak bunlarda da
dayanikliligin yeterli olmadigi kamisina varilmistir (Bazzigher and Miller, 1991).
Yunanistan’da yoresel kestane gesitlerinin hastalik etmenine karsi reaksiyonlarinin
yant sira Cin kestanesi ve hibrit cesitin (C. mollisima x C. dentata) de
C. parasitica’ya kars1 reaksiyonlart test edilmistir. Hastalik etmeninin fidanlara
inokulasyondan 5 ay sonra yoresel cesitlerin hassasiyet dereceleri farkli olsa da
tamaminin C. parasitica’ya kars1 hassas oldugu saptanmistir. Ancak Cin kestanesinin
ve hibrit cesidin etmene karsi dayamikli oldugu belirlenmis, bunlar {izerinde
inokulasyon sonucu olusan kiiciik kanserlerin 1-2 yil icerisinde kapandigi
gbozlemlenmistir. Ayrica aragtirmacilar yoresel cesitlerin biiylik bir kisminin
inokulasyondan kisa bir siire sonra 6lmesinin sadece konukcunun genetik 6zelligine
bagl olmayip ayn1 zamanda hastalik etmeninin gelisimi i¢in uygun sartlarin olmasi
veya konukcu gelisimi icin kosullarin yetersiz olmasina da bagli olabilecegine dikkat

cekmislerdir (Xenopoulos and Papachatzis, 1999).

Ulkemizde bulunan yoresel cesitlerin bu hastalia karsi duyarliliklarimin
ortaya konulmaya calisildigi sinirli sayidaki aragtirmalardan biri Baykal ve ark.
(2000) tarafindan Bursa 1ili kestane alanlarinda bulunan baz1 cesitlerin
C. parasitica’ya kargt reaksiyonlarinin saptanmasidir. Bu calismada ele alinan
cesitlerden Vakit ve Dursun adli kestane cesitleri Osmanoglu, Hac1 Omer, Sari
Aslama, Firdula ve Seyrek Diken c¢esitlerine gore daha dayanikli olarak
degerlendirilmistir. Bir diger caligmada ise; Karadeniz Bolgesi’nden selekte edilmis
bazi1 kestane genotiplerinin C. parasitica karst duyarlhiliklarinin = belirlenmesi
amactyla, Samsun ve Sinop’dan selekte edilen 8 farkli kestane genotipine ait 5 yillik
fidanlara Samsun orijinli C. parasitica izolat1 inokule edilmis ve inokulasyondan 4.5
ay sonra lezyon alanlar1 Olgiilerek, piknit olusumlart incelenmistir. Arastirma
sonucunda, Sinop’ dan elde edilen SA 5-1 genotipi en duyarli genotip olarak

saptanirken, Samsun’dan elde edilen 556-8 ve yine Sinop’ dan elde edilen SE 3-12
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genotipleri ise nispeten dayanikli genotipler olarak belirlenmislerdir (Erper ve

ark.,2005).

C. parasitica’ nin konuk¢usunun sadece kestane olmadigi, bazi genis yaprakli
agaclarda da gelistigi cesitli kaynaklarda belirtilmis olup, kestane kanseri belirtileri
Italya’da ormanlik bolgelerde kestane agaclar ile karisik halde bulunan meselerde
(Quercus spp.) saptanmis ayrica giirgen (Carpinus betulus L.), kizilagac
(Alnus cordata Desf.) ve kayacik (Ostrya carpinifolia Scop.) iizerinde de
gozlemlenmistir (Luisi er al, 1993). Frigimelica and Faccoli (1999) de benzer
saptamalarda bulunarak C. parasitica’ nin meselerin yanisira giirgen, kizilagac ve
kayacik agaclarinda da enfeksiyonlara neden oldugunu belirtmislerdir. Ancak
kestane disinda kalan konukgulardan en ¢ok meselerde saptanmis olan bu hastaligin
goriildiigli mese tiirleri Quercus montana L. ve Quercus stellata Wangenhg
(Gravatt, 1949), Quercus ilex L., Quercus frainetto Ten. ve Quercus pubescens
Willd. (Luisi et al., 1993), Quercus coccinea Miinchh. (Davis et al., 1997) dir.
Ayrica 1998’de Stergule et al. kestane kanserini Quercus robur L. iizerinde
(Frigimelica and Faccoli, 1999) ve Radocz and Tarcoli (2005) de Quercus petraea L.
da saptamislardir. Dallavalle and Zambonelli (1999) Q. pubescens ve Q. robur tiirleri
tizerindeki kanserli dokulardan elde etikleri C. parasitica izolatlarim kestanelere

inokule ederek kestanelerde kanser olusturdugunu gozlemlemislerdir.

C. parasitica meselere de kestanelerde oldugu gibi yaralardan giris
yapmaktadir. Fakat etmenin iceriye dogru ilerlemesi bir ka¢ santimetre ile sinirl
kalmakta ve sonugta ¢ok kiigiik oranda bir tahribat olusturmaktadir. Bu enfeksiyon
sonucu olusan belirtiler mesenin kabuk dokusunun asir1 piiriizlii olmasi nedeniyle
cogu kez zorlukla fark edilmektedir (Gravatt, 1949). Luisi et al. (1993) da
meselerdeki kanserlerin, kestanelerde olusanlara gore daha ufak oldugunu ve gec
olustugunu bu bakimdan hastaligin erken donemlerde fark edilmesinin gii¢ oldugunu
gozlemlemis ve bu durumun sanitasyon uygulamalarini olumsuz y&nde
etkileyecegini ve ayrica hastaligin epidemisinde 6nemli bir role sahip olabilecegini
bildirmigtir. Nitekim Biraghi 1950 yilinda meseliklerde olusacak kanserlerin

C. parasitica populasyonunun artmasina neden olabilecegini ayrica farkli genetik
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yapiya sahip viriilent 1rklarin olugmasinda etken olabilecegini belirtmistir

(Luisi et al., 1993).

Dallavalle and Zambonelli (1999) meselerden elde ettikleri izolatlarin
kestanelerden elde edilen izolatlardan farkli v-c grubuna ait olduklarini
saptamiglardir. Bunlarin kestane izolatlarn ile rekombinasyonu sonucu genetik
cesitliligin artacagin1 ve bu durumda hastalifin hipoviriilent irklarla kontroliiniin

zorlagacagini ileri siirmiislerdir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. izolatlarin Elde Edilmesi

Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii’nde
yiiriitiilmekte olan bir proje kapsaminda, Aydin’in 6nemli kestane iiretim alanlar
olan Nazilli, Kosk, Sultanhisar Koyleri ile Aydin’in Merkez ilcesine bagl Egrikavak
Koyii (Anonymous, 2003) kestaneliklerinden elde edilen 80 C. parasitica izolat1 ile
aym iiretim alanlarina 6zellikle izolat sayisinin az oldugu koylere tekrar surveylerin
yapilmasi sonucu elde edilen 19 yeni C. parasitica izolati olmak tizere toplam 99
adet izolat bu ¢alismada kullanilmistir (Cizelge 3). Bu izolatlar hastaligin yogun
oldugu koylerde sansa bagli olarak secilen hastalikli agaglardan, diisiik alanlarda ise
hastaligin goriildiigii her bir agagtan elde edilmistir. Tek bir izolatin elde edildigi
koylerde ise yapilan ikinci surveylerde de hastalifin saptandigi agac¢ disinda

enfeksiyona rastlanmadigindan izolat sayisi bir olarak kalmistir.

Yeni izolatlarin elde edilmesi i¢in yapilan surveylerde hastalikli agaclardaki
kanserli bolgelerden alinan kabuk dokusu parcalar1 plastik torbalara konularak buz
kutulan igerisinde laboratuvara getirilmistir. Kabuk dokularimdan 5 mm ¢apinda
mantar delici ile alinan diskler % 2’lik sodyum hipoklorit i¢inde 3 dakika siire ile
yiizeysel olarak dezenfekte edilmistir. Steril damitik suda durulanip takiben steril
filitre kagitlar arasinda kurutulan 6rnekler petri kaplarinda bulunan patates dekstroz
agar (PDA) iizerine yerlestirilerek karanlik kosullarda 25 °C de inkube edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda ornekler iizerinde gelisen koloniler gorsel olarak incelenmis
ve C. parasitica oldugu diisiiniilen koloniler arasinda bulagik olmayanlardan bir
tanesi sansa bagli olarak secilip PDA ortamimna aktarilarak saf izolatlar elde
edilmistir. Izolatlarin C. parasitica olarak tamst A.D.U. Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Béliimii’nde Prof. Dr. M. Timur Doken ve Yrd. Dog. Dr. Omer Erincik

tarafindan yapilmistir.
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Cizelge 3. Izolatlarin elde edildigi ilgeler, koyler ve elde edilen izolatlar

Tlgeler Koyler Izolatlar
Aksu NI-1, N1-4*
Appaklar N2-1, N2-2, N2-3, N2-4, N2-5, N2-7, N2-8, N2-9,

N2-10, N2-11, N2-12, N2-13
Bagcili N5-2, N5-3, N5-4, N5-5
Catak N7-1, N7-2, N7-3, N7-4
Derebas1 NI11-5,N11-6,N11-7, N11-8
NAZILLI Esentepe N12-2, N12-3

Hisarcik N15-1, N15-2, N15-3
Kahvederesi N17-1, N17-2,N17-3
Karahalli N18-1, N18-2, N18-3
Ketendere N20-1, N20-2, N20-3, N20-5
Kuscular N24-1, N24-2A, N24-2B
Ovacik N25-1
Semailli N27-1, N27-2
Akcakoy K2-1, K2-2, K2-3, K2-5, K2-6, K2-8
Cumayani K3-1A, K3-1B, K3-3, K3-4
Gokkirisg K5-1, K5-2, K5-3, K5-4, K5-5, K5-6, K5-7, KS5-8,

KOSK K5-9, K5-10, K5-11, K5-12, K5-13, K5-14, K5-15,

K5-16
Kiran K6-1
Saricam K8-1
Malgagemir S3-1, S3-2, S3-3, S3-4, S3-5
Malgagmustafa S4-1, S4-2, S4-3, S4-4, S4-5, S4-6, S4-7, S4-8, S4-9,
SULTANHISAR S4-10, S4-11, S4-12
Uzunlar S5-1, S5-2, S5-3, S5-4, S5-5
MERKEZ Egrikavak M1-2, M1-3

* Kirmizi renkte yazilmis olan izolatlar bu ¢calisma kapsaminda elde edilmislerdir.
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3.1.1. Tek spor izolasyonu

Bu calismay1 genetik acidan saf ve homojen izolatlar ile yiiriitmek igin tiim
izolatlarin tek spor izolatlar elde edilmistir. Bunun i¢cin PDA besi ortaminda gelisen
10-15 giinliik kolonilerde olusan konidiler steril 6ze ile alinip, igcerisinde 5 ml steril
su bulunan tiiplere aktarilarak spor siispansiyonlart hazirlanmistir. Siispansiyonun
spor yogunlugu hemositometrede saptanarak, ve gerektiginde seyreltilerek veya
konidi ilavesi ile yogunluk 1.8x10° konidi/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Spor
siispansiyonundan mikropipetle alinan 50 pl petri kaplar i¢inde bulunan su agari
ortami {lizerine damlatilarak steril cam baget yardimiyla tiim yiizeye dagitilmistir.
Petriler 1s1ksiz ortamda 25 °C de yaklasik 40-48 saat siire ile inkiibe edilerek
sporlarin ¢imlenmesi saglanmistir. Daha sonra tiim ortam steril 5 mm c¢apindaki
mantar delici yardimiyla delinip mikroskop altinda incelenerek icerisinde bir tek
cimlenmis spor bulunan disk yada diskler steril 6ze yardimiyla alinarak petri

kaplarindaki PDA ortamina aktarilmis ve koloni olusturmalar1 saglanmistir.
3.2. izolatlarin Vejetatif Uyum (V-C) Gruplarinin Saptanmasi

Daha onceki calismadan verilen izolatlarin v-c¢ gruplart belirlenmis olup, bu
calisma kapsaminda elde edilen 19 yeni izolatin v-c gruplarimi saptamak iizere
eslestirmeler Anagnostakis (1977)’ in yOntemine gore yapilmistir. Eslestirilecek
izolatlarin PDA ortaminda gelisen 7 giinliik kolonilerinin kenarlarindan alinan 2-3
mm” biiyiikliigiindeki koloni parcalar1 icinde PDA bulunan 9 cm capindaki petri
kaplarina kenarindan 1 cm igeride aralarinda 1-2 mm mesafe kalacak sekilde
karsilikli olarak yerlestirilmistir. 25 °C de karanlikta iki hafta inkubasyon sonucu
izolatlarin vejetatif olarak uyumlu olup olmadiklar1 gelisen kolonilerin birlesme veya
aralarinda bir baraj olusturma durumuna gore degerlendirilmistir. Izolatlar once
kendi aralarinda eslestirilmis ve bunlar arasindan saptanmis olan farkli v-c gruplarina
ait birer izolat Prof. Dr. Paola Cortesi ile Prof. Dr. Michael G. Milgroom tarafindan
saglanan Avrupa v-c gruplarn (EU1- EU20) ile eslestirilerek hangi gruba ait olduklar

belirlenmistir.
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3.3. izolatlarin Kiiltiirel Ozelliklerinin ve Viriilensliklerinin
Saptanmasi

Yorede iretimi yapilan kestane tiplerinin C. parasitica’ya olan
reaksiyonlarin1 ortaya koymak ve bu yorede bu etmene konukgu olabilecek diger
agac tiirlerini saptamak {izere yapilacak calismalarda kullanilacak tek spor
izolatlarin1 belirlemek ic¢in tiim izolatlarin bazi kiiltiirel 6zellikleri, viriilenslikleri

degerlendirilmistir. Buna yonelik olarak;

3.3.1 izolatlarin Kiiltiirel Ozelliklerin Belirlenmesi

PDA {izerinde aktif olarak gelisen her bir izolata ait kolonilerinin kenar
kisimlarindan alinan 5 mm capindaki diskler yine i¢inde PDA bulunan besi ortaminin
lizerine yerlestirilerek 25 °C de 7 giin karanlhikta daha sonra 7 giin de aydinlik
ortamda tutulmuglardir (Vannini et al., 1997). Calisma ii¢ yinelemeli yiiriitiilmiis
olup, yedinci ve ondordiincii giinlerde yapilan gozlemlerde izolatlar hipoviriilent
olanlan belirlemede yardimci olan kiiltiirel karakterler [koloni rengi, koloni sekli,
koloni ¢api(mm)] y6nii ile (Dunn and Boland, 1993) degerlendirilmistir. Boylece
izolatlar arasinda hipoviriilent olasi izolatlarin olup olmadigi ayrica izolatlarin bu
kiltiirel ozellikleri ile viriilenslikleri arasinda bir iliskinin olup olmadigi

belirlenmeye calisilmistir.

3.3.2. izolatlarin Viriilensliklerinin Belirlenmesi

Aydin Yoresinden elde edilen tiim tek spor izolatlarin virulensliklerinin
saptanmasi ve calismalarimizda kullanilacak viriilensi diisiik ve yiiksek iki izolatin
belirlenmesi, once elma testi ve takiben kabuk/odun dokusu testi olmak {iizere iki
asamada yapilmistir. Elma testi izolat sayisinin ¢ok oldugu durumlarda izolatlarin
viriilensliklerini kisa siirede, kolaylikla saptanabilme olanagr sagladigindan ve
hipoviriilentler 1rklar1 viriilent olanlardan ayirt etmede yeterli bulundugundan
(Elliston, 1985; De Lange et al., 1998) tiim tek spor izolatlarinin viriilenslikleri 6nce
bu yontem ile belirlenmistir. Kabuk/ odun dokusu testi ise yorede kestane aZaglari

arasinda biiyiik bir varyasyon olmasi nedeniyle tek bir agactan ayni yas, kalinlik ve
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diizgiinliikte dal parcalar1 yeterince saglanamadigindan elma testi sonucu segilen

izolatlar iizerinde yapilmistir.

3.3.2.1. Elma testi

Bu test Fulbright (1984) ve Elliston (1985)° nun yontemlerine gore
yiiriitiilmiis ve 4 yinelemeli olarak yapilmistir. Homojen biiyiikliik, olgunluk ve
renkte olan Golden Delicious elma ¢esidi meyveleri 6nce ¢cesme suyuyla yikanip,
kuru bir bezle nemi alindiktan sonra yiizeyi % 70’lik ethanol emdirilmis pamuk ile
silinerek yiizeysel olarak dezenfekte edilmistir. Takiben meyvelerin yan yiizeylerinde
5 mm c¢apinda 3-4 mm derinliginde delikler acilmistir. Yine ayni1 genislikte, PDA
tizerinde aktif olarak gelisen C. parasitica izolatlarinin kolonilerinin kenar
kisimlarindan alinan disklerin misel bulunan yiizeyi elma dokusunun i¢ kismina
gelecek sekilde acilan deliklere yerlestirilmis ve tamamen dokuya temas etmesi
saglanmistir. Uzerine meyve kabugu dis tarafta kalacak sekilde disk seklinde
cikartilmis elma pargasi tekrar kapatilmistir. Kontrollerde inokulum olarak steril
PDA diski kullanilmistir. inokule edilen kisimlar parafilm ile kapatilarak karanlikta
25 °C sicaklikta inkube edilmistir. inokulasyondan yaklasik bir hafta sonra elmalar
tizerindeki lezyon gelisimleri hemen her giin gbzlemlenmeye baglanmis ve herhangi
bir elmada gelisen herhangi bir lezyonun tiim bir yiizeyi kapladiginin saptandigi 15.
giinde tiim elmalarda olusan lezyonlarin en ve boy uzunlugu toplanip ikiye boliinerek
ortalamalar1 alinmig ve elde edilen verilerin kdy bazinda istatiksel analizleri
yapilmustir. 1ki izolata sahip olan kdylerde “t” testi uygulanmus, izolat sayisinin
ikiden fazla oldugu kdylerde ise verilerin varyans analizleri yapilmis ve Duncan’ a
gore gruplandirilmiglardir. Bu gruplandirmalara gére viriilenslikleri bakimindan
farklilik gosteren izolatlara sahip olan kdylerden viriilensligi en yiiksek ve en diisiik
izolatlar, farkliligin olmadigr koylerden de sayisal deger olarak yine en yiiksek
viriilenslige sahip izolatlar secilmis, izolat sayisinin tek oldugu kodylerde ise hicbir

analiz yapilmadan dogrudan izolatin kendisi alinmustir.
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3.3.2.2. Kabuk/ odun dokusu testi

Lee et al. (1992)’un belirttigi yonteme uygun olarak yapilan bu test icin
hastaligin yogun olarak bulundugu Nazilli Ilgesi’ne bagli Appaklar Koyii kestane
alanlarinda ydresel ismi Isiklar olan bir kestane agacinin kanser bulunmayan saglikli
dallarindan yaklagik 1 cm ¢apinda dal parcalart alinmistir. Dal parcalar laboratuvara
ulagtirllincaya kadar dallarin her iki tarafi nemli bezlerle sarilarak plastik torbalar
icerisinde tutulmustur. Laboratuvara getirildiginde ise kesilen dallarin tist kismi1 ve
kesilmis yan dallarin yerleri parafilm ile kaplanip, dallarin alt kismu 1slak kagit havlu
ile sarilarak, iki hafta igerisinde inokule edilmek iizere yaklasik 4 °C sicaklikta
buzdolabinda bekletilmistir. Testte kullanilacak olan dallar yaklagitk 18 cm
uzunlugunda kesilerek dis ylizeyleri oncelikle cesme suyuyla yikanip kurulandiktan
sonra steril kabinde % 2’lik sodyum hipoklorit i¢cinde 3 dakika bekletilerek yiizeysel
olarak sterilize edilmis ve steril damitik suda durulanmistir. Yaklasik 30 dakika dal
parcalarinin iizerindeki suyun kurumasi beklendikten sonra dal pargalari iizerine 4-5
cm araliklarla 5 mm capindaki mantar delicisi ile kabuk dokusu kesilip c¢ikartilarak,
odun dokusuna ulagan 3’er adet delik acilmistir. Bu deliklere elma testi sonucu
belirlenen 26 adet C. parasitica izolatimin (Cizelge 4) PDA iizerinde aktif olarak
gelisen kolonilerinin kenar kisimlarindan aliman 5 mm ¢apindaki disklerin misel
bulunan kisimlari odun dokusuna temas edecek sekilde yerlestirilip tekrar kabuk

dokusu iizerine kapatilmistir.
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Cizelge 4. Elma testi sonucu belirlenerek kabuk/odun dokusu testinde kullanilan viriilensligi en
yiiksek ve en diisiik izolatlar ile bunlarin elde edildigi koyler

Viriilensligi en yiiksek izolatlar Virﬁle?zs(l)ilgiﬂil I:_ dasiik Koyler
NI-1 Aksu

N2-12 N2-13 Appaklar
N5-4 Bagcili
N7-3 Catak
N11-8 Derebast
N12-3 Esentepe
N15-1 Hisarcik
N17-1 Kahvederesi
N18-2 Karahalli
N20-3 Ketendere
N24-1 Kuscular
N25-1 Ovacik
N27-1 Semailli
K2-1 Akcakoy
K3-1A Cumayanit
Ké6-1 Kiran

K8-1 Saricam
K5-13 K5-4 Gokkiris
S3-4 Malgagemir
S4-10 S4-6 Malga¢cmustafa
S5-3 S5-5 Uzunlar
M1-3 Egrikavak

Kontrollerde inokulum olarak steril PDA diski kullanilmistir. Bu sekilde
inokule edilen dal pargalar, Sekil 1°de goriildiigii iizere nemli filitre kagidi
yerlestirilmis steril kaplar icerisine yerlestirilerek yine 25 °C sicaklikta, karanlik

ortamda tutularak inkube edilmistir.
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Sekil 1. C. parasitica izolatlarinin viriilensliklerini saptamak iizere inokule edilen
kestane dal parcalar1
Inokulasyondan 5 giin sonra kabuk dokusu inokulasyonun yapildig: deligin
yan tarafindan bistiiri yardimiyla kesilerek odun dokusundan ayrilmistir. inokulasyon
sonucu odun dokusunun iist tarafinda olusan kahverengi nekrotik alanlarin en ve boy
uzunlugu toplanip ikiye boliinerek ortalamalari kaydedilmistir. Uc yinelemeli olarak
yapilan ¢alisma sonucu elde edilen verilerin varyans analizleri yapilmis ve Duncan’ a

gore gruplandirilmislardir.
3.4. Kestane Tiplerinin Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Aydin ve yoresindeki kestane iiretim alanlarinda cesit olarak tescil edilmis
kestane cesitleri {iiretilmeyip, populasyon yoresel olarak adlandirilan tiplerden
olusmaktadir. Bu nedenle bu calismada Aydin ve Yoresinde dogal kestane agac
populasyonlart igerisinden iistiin verimli, kaliteli tipleri saptamak amaciyla yiiriitiilen
bir seleksiyon ¢alismasi sonucunda ( Ertan ve Kiling, 2005) en iyi degerlere sahip 6

kestane tipi C. parasitica’ya karst duyarhiliklarinin belirlenmesinde kullanilmistir.
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Cizelge 5. Kestane agaclarinin C. parasitica’ya karst duyarliliklarinin belirlenmesinde kullanilan
kestane tipleri, yoresel isimleri ve saglikli dal 6rneklerinin alindigi koyler ( Ertan ve
Kiling, 2005).

Kestane tipinin yoresel ismi ve kodu Dal 6rneklerinin alindig koyler
Deli (N-2-5) Ketendere
Isiklar (N-3-4) Sinekgiler
Sar1 Salman (N-7-3) Kavacik
Ast (N-19-2) Isiklar
_ (N-20-2) * Ketenova
Isiklar (N-23-1) Kuscular

* Yoresel bir adi bulunmamaktadir

Cizelge 5’de yoresel isimleri ve saglikli dal Srneklerinin alindigir koylerin
belirtildigi kestane tiplerinin hastalik etmenine kars1i duyarliliklarni kabuk/odun
dokusu testi ve kesilmis dal testi kullanilarak belirlenmistir. Bu testlerde inokulum
olarak, kabuk/ odun dokusu testi sonucu saptanan viriilensligi yiiksek (K5-13) ve

diisiik olan (N27-1) C. parasitica izolatlar1 kullanilmstir.
3.4.1. Kabuk/ odun dokusu testi

Daha 6nce “ Izolatlarin viriilensliklerinin belirlenmesi” baglhig1 altinda verilen
yontem ve verilerin degerlendirilmesi bu c¢aligma kapsaminda kestane tiplerinin

C. parasitica “ya olan duyarliliklarinin belirlenmesinde aynen uygulanmastir.
3.4.2. Kesilmis dal testi

Eliston (1985) ve Lee et al. (1992)’ un yontemlerine gore yiiriitiilen bu testte
de Cizelge 5’de belirtilen kestane tiplerinden alinan 2-3 cm capinda ve yaklasik 50
cm boyundaki kesilmis dal parcalar1 kabuk/odun dokusu testinde de anlatildigi
sekilde laboratuvara getirilip kullanilmistir. Kesilmis dal parcalarinin dis yiizeyleri
oncelikle ¢cesme suyuyla yikanip kurulandiktan sonra % 2’lik sodyum hipoklorit ile

yiizeysel olarak sterilize edilmis ve ardindan steril su ile durulanip, steril tiilbent bezi
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ile tekrar kurulanmistir. Dal pargas1 tizerindeki kabuk dokusu 10-12 c¢m araliklarla
5 mm capindaki mantar delici ile odun dokusuna kadar kesilip disk seklindeki kabuk
dokulart ¢ikartilmak suretiyle her bir dalda 3 adet delik acilmistir. Bu deliklere
kabuk/ odun dokusu testi sonucu secilen farkli viriilenslige sahip K5-13 ve N27-1
izolatlarinin PDA iizerinde aktif olarak gelisen kolonilerinin kenar kisimlarindan
alman aym captaki disklerin misel bulunan kisimlar i¢ kisma gelecek sekilde
yerlestirildikten sonra {iist kisimlarma ¢ikartilan kabuk dokusu tekrar iizerine
kapatilarak parafilm ile sarilmistir. Kontrollerde inokulum olarak steril PDA diski
kullanilmistir. Dallar dik bir sekilde, dip kismi nemli sterilize edilmis kuma
daldirilarak 25 °C sicaklikta, karanlik ve nemli ortamda tutulmustur. U¢ yinelemeli
olarak kurulan calismada dl¢iimler inokulasyondan 1 ay sonra yapilmis olup, kabuk
dokusunun yiizeyinde olusan nekrotik alanlarin belirgin olmamasi nedeniyle kabuk
dokusu kaldirilarak sadece odun dokusunun iist tarafinda olusan nekrotik alanlarin en
ve boy uzunlugu toplanip ikiye boliinerek ortalamalar1 kaydedilmistir. Elde edilen
verilerin varyans analizleri yapilmis ve Onemli ¢ikan varyasyon kaynafina ait

ortalamalar Duncan’ a gore gruplandirilmiglardir.

3.5. Cryphonectria parasitica’> nmin Diger Konukc¢ularinin
Belirlenmesi

Literatiir bilgilerine gore C. parasitica’nin konukcusu oldugu belirtilen
agaclardan Aydin Orman Bolge Miidiirligii'nden alinan bilgiler dogrultusunda
yoremizde sadece mese tiirlerinin ve bunlardan da sachh mese (Quercus cerris),
kermes mesesi (Quercus coccifera), pirnal mesesi (Quercus ilex)’nin bulundugu
Ogrenilmistir. Bu bilgilere dayanarak survey yapilan kestane iiretim alanlarinda
bulunan meselerde simptomatolojik yonden kestane kanserinin olup olmadigi
gozlemlenmistir. Ayrica siipheli dokulardan alinan 6rnekler laboratuvara getirilerek

daha once belirtilen yonteme gore izolasyonlar yapilmistir.

Diger taraftan yoOremizde bulunan mese tiirlerinin C. parasitica’nin
konukcusu olup olamayacaginin saptanmasini i¢in meselerden alinan dal 6rnekleri
in vitro kosullarda izolatlar arasinda en yiiksek viriilenslige sahip K5-13 kodlu

C. parasitica izolati ile inokule edilmislerdir. Bu inokulasyonlar ii¢ yinelemeli olarak
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kestane tiplerinin duyarlhiliklarinin belirlenmesinde uygulanan kabuk/odun dokusu

testi ve kesilmis dal testi yontemlerine gore yapilmistir.

Inokule edilen mese tiirlerinin dal parcalarindan sach mese ve kermes
mesesine ait olanlar yoremizde kestane iiretiminin yogun olarak yapildigi Nazilli
flcesi’ne bagl Appaklar Koyii’'nden, pirnal mesesine ait olanlar ise yoremizde sadece
Kusadasi Ilgesi’ndeki Dilek Yarimadasi Milli Park’inda bulundugundan bu alandan

alinmustir.



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. izolatlarin Elde Edildigi Agaclarda Hastah@in Goriiniimii

Kestane iiretim alanlarinda agaglarin yaprakli doneminde hastalik genel
goriinim olarak ufak bir daldan agacin tamamina kadar degisen bir yelpazede
solgunluk ve/ veya kuruma olarak dikkati ¢cekmektedir (Sekil 2). Solgunluk veya
kurumanin hemen alt kisminda dali veya govdeyi kismen yada tamamen saran
kanserler bulunmaktadir. Dali veya govdeyi bir cember seklinde sarmasi halinde bu
alanin {izerinde kalan kismin tamamen kurumasina neden olan bu kanserler
(Roanne et al., 1986) onceleri kizil kahverengi hafif ¢okiik lekeler seklinde ortaya
cikmaktadir. Zamanla bu kanserlerde dal ve gdovde boyuna paralel, odun dokusuna
kadar ulasan derin catlaklar olugsmakta ve sonucta tiim kabuk dokusu
pargalanmaktadir (Sekil 3). incelemelerin yapildig1 alanlarda hastaligin saptandig: ve
izolasyon i¢in 6rneklerin alindig tiim agacglardaki belirtiler ve kanserler yaklasik bu
goriinimde olup, bu gozlemlerimiz Gravatt (1949), Heiniger ve Rigling (1994)’ in
virillent izolatlarin olusturdugu kanserlerin tamimina uymaktadir. Nitekim bu
arastiricilar gévde veya dallarda olusan kanserleri tanimlarken enfekteli bolgedeki
kabuk dokusunun dogal rengini kaybederek acik kahverengiye veya kirmizimsi
kahverengiye doniistiigiinii ve renk degisiminin ardindan da bu kismin c¢okerek
izerinde derin c¢atlaklarin olustugunu belirtmislerdir. Kanserlerde agacin kabuk
dokusu kaldinldiginda alt kisminda Heiniger ve Rigling (1994) tarafindan yelpaze
seklinde tamimlanan miselyum dokusu dikkati ¢ekmektedir. Ilkbaharda veya nemli
peryotlarda Murrill, (1906)’ ya atfen Rittenour (2005), Turchetti (1982), Heiniger ve
Rigling (1994) in de tamimladiklar1 gibi kanserlerde ozellikle kizil kahverengi
renkteki ¢okiik nekrotik dokularda gozle goriilebilen portakal renkte stromalar
olusmakta, ayrica EPPO (2005)’in kestane kanseri ile ilgili hazirladigi biiltende

belirtildigi gibi stromalardan helozon seklinde uzayan siruslar ¢cikmaktadir (Sekil 4).
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Sekil 2. Kestane agacinin belli bir dalinda Sekil 3. Dallarda olusan kanserler.
hastaligin genel goriiniimii.

Sekil 4. Kanserli alan tizerindeki siruslar
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4.2. izolatlarin Vejetatif Uyum Gruplan

Aydin ili kestane iiretim alanlarindan bu ¢alisma kapsaminda izole edilen ve
tek spor izolatlar1 elde edilen 19 C. parasitica izolat1 i¢inde v-c grup cesitliligini
belirlemek amaciyla yapilan eslestirmeler sonucu iki farkli v-c grubu saptanmstir.
Bu iki farkli v-c grubunun Avrupa v-c gruplarindan (EU 1-EU 20) hangileri ile
uyumlu oldugunu ortaya koymak iizere gerceklestirilen eslestirmeler ile de 17
izolatin EU 1 ile, Semaili ve Uzunlar Koylerinden elde edilen birer izolatin sirasi ile
N7-2 ve S5-5’in EU 12 ile uyumlu oldugu belirlenmistir (Cizelge 6). Bu
eslestirmeler de karsilikli gelen iki koloninin birbirleriyle kaynasarak birlesmesi
(Sekil 5) uyumlu olarak, birlesmeyip aralarinda bir sinirin olusmasi (Sekil 6)

uyumsuzluk olarak degerlendirilmistir.

Sekil 5. Ayn1 v-c grubuna ait izolatlarin Sekil 6. Farkli v-c grubuna ait izolatlarin
kolonilerinin birlesmesi kolonileri arasinda baraj olusumu

Aydin Yoresi kestane iiretim alanlarin1 kapsayan daha onceki bir ¢calismadan
alman ve bu ¢alismada kullanilan 80 izolat da iki v-c grubu altinda toplanmis olup,
bunlarin 22 adedi EU 12 digerleri ise EU 1 olarak saptanmistir (Ddken ve ark.,
2004). Boylece calismamizda ele alinan tiim izolatlarin % 75.8 ‘inin EU 1 grubuna,
9 24.2’ sinin ise EU 12 grubuna ait oldugu hesaplanmistir (Cizelge 6). Celiker ve
Onogur (2001) da Izmir, Manisa, Kiitahya, Balikesir, Canakkale, Sakarya, Istanbul,
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Bursa, Izmit, Bolu, Kastamonu, Zonguldak Tlerini iceren alanlardan aym v-c
gruplarina ait izolatlar elde etmisler, ancak tiim izolatlar icinde EU 12’ nin oraninin
daha diisiik oldugunu ve sadece Ege Bolgesi’nde bulundugunu saptamiglardir. Giirer
et al. (2001) ise Marmara ve Karadeniz Bolgelerini kapsayan calismalart sirasinda
elde ettikleri izolatlarin sadece EU 1 grubuna ait oldugunu belirtirken, Coskun et al.
(1999) ise yine aym bolgede yaptiklar calismada elde ettikleri izolatlarin 20 farkh
Avrupa ve Italyan v-c gruplarindan ilk 10 v-c grubu ile uyumlu oldugunu

bildirmislerdir.

Aydin ve Yoresinden elde edilen izolatlarin v-c gruplarmin koylere gore
dagilimlarina bakildiginda (Cizelge 6) Cumayan1 Koyiinde sadece EU 12, Appaklar,
Catak, Ketendere, Semailli, Gokkiris, Malgacmustafa ve Uzunlar Kdylerinde EU 1
ve EU 12, geri kalan 14 kdyde ise sadece EU 1’in bulundugu goriilmiistiir. Bu yorede
v-c grup cesitliliginin ¢ok diisik olusu bu alanlarda hipoviriilent streynlerle
yapilabilecek bir biyolojik savagimin basar1 sansimin  yiiksek olacagin
gostermektedir. Ciinkili hipoviriilenslige neden olan virlis aym1 v-c grubuna ait
bireyler arasinda gerceklesen anastomasis yolu ile sitoplazmik olarak tasindigindan
(Liu and Milgroom, 1996) ve v-c grup uyumsuzlugu buna engel oldugundan
(Milgroom et al., 1991) v-c grup cesitliligi cok diisilk veya tek olan alanlarda
hipoviriilensligin bireyler arasinda yayilabilmesi o derecede yiiksek olacaktir.
Anagnostakis et al. (1986)’da diisiik sayida v-c grubunun bulundugu
populasyonlarda hipoviriilensligin daha hizli yayildigin1 bildirirken, Heiniger ve
Rigling (1994)’ de Avrupa’da hastalikla biyolojik miicadelede Amerika Birlesik
Devletleri’ne oranla daha basarili olunmasinin nedeni olarak Avrupa’daki v-c uyum

grubu sayisinin az olmasini gostermektedir.
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Cizelge 6. Cryphonectria parasitica izolatlarinin elde edildigi koyler ve bu izolatlarin vejetatif uyum
gruplarina gore dagilimi

Vejetatif uyum gruplari

Koyler
EU1 EU 12
Aksu NI-1, N1-4*
Appaklar N2-1, N2-4, N2-5, N2-7, N2-8,|N2-2,N2-3
N2-9, N2-10, N2-11, N2-12, N2-13
Bagcili N5-2, N5-3, N5-4, N5-5
Catak N7-1,N7-2,N7-3 N7-4
Derebast N11-5,N11-6,N11-7, N11-8
Esentepe N12-2, N12-3
Hisarcik N15-1, N15-2, N15-3
Kahvederesi N17-1,N17-2,N17-3
Karahalli N18-1, N18-2, N18-3
Ketendere N20-2, N20-3, N20-5 N20-1
Kuscular N24-1, N24-2A, N24-2B
Ovacik N25-1
Semailli N27-1 N27-2
Akgakoy K2-1,K2-2, K2-3, K2-5, K2-6, K2-8
Cumayant K3-1A, K3-1B, K3-3, K3-4
Gokkiris K5-1, K5-2, K5-3, KS5-5, K5-7,|K5-4, K5-6, K5-11, K5-14, K5-15
K5-8, K5-9, K5-10, K5-12, K5-13,
K5-16,
Kiran Ké6-1
Sarigam K8-1
Malgagemir S3-1, S3-2, S3-3, S3-4, S3-5
Malgagmustafa S4-2, S4-4, S4-9 S4-1, S4-3, S4-5, S4-6, S4-7, S4-8,
S4-10, S4-11, S4-12
Uzunlar S5-1, S5-2, S5-3, S5-4 S5-5
Egrikavak M1-2, M1-3
Dagihm(%) % 75,8 % 24,2

* Kirmiz1 renkte yazilmis olan izolatlar bu ¢calisma kapsaminda elde edilmistir.
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4.3. izolatlarin Kiiltiirel Ozellikleri ve Viriilenslikleri

4.3.1. izolatlarin Kiiltiirel Ozellikleri

Yedi giin karanhikta ve takiben yedi giin siirekli aydinlik ortamda inkube
edilen tiim izolatlardan sadece S5-5 nolu izolat farkli bir gelisim gostermistir. Diger
izolatlar ise ilk yedi giinliik karanlik ortamda yuvarlak, homojen bir koloni gelisimi
gostererek bu siire icinde tiim besi ortaminin yiizeyini kaplamis ve 70 mm capa
ulagmiglardir. S5-5 nolu izolatin gelisimi ise asimetrik olup, yedi giin sonunda koloni
cap1 ancak 24 mm olmustur (Sekil 7). Karanlik ortamda izolatlarin 70’1 beyaz
(Sekil 8 a), 15’1 agik turuncu, 13’1 turuncu renkte koloni olustururken, sadece S5-5
nolu izolat koyu turuncu renkte koloni gelisimi gostermistir (Cizelge 7.1). Van Alfen
et al. (1978)’e gore PDA besi ortaminda gelisen kolonilerde pigment olusumu
derecesi C. parasitica sterynlerinin viriilensligi ile dogrudan iligkili olup,
hipoviriilent sterynlerin cogunlugunun koloni rengi iki haftadan daha fazla siire ile
beyaz kalip daha sonra turuncu renge doniisiirken, viriilent olanlarda koloniler kisa
siirede turuncu veya koyu turuncu renk almaktadir. Rigling er al. (1989)’a gore de
inokulasyonu takiben en asag ilk dort giin PDAmb besi ortaminda portakal renginde
pigmentasyon gostermeyenler hipoviriilent olarak varsayilmaktadir. Bu nedenden
dolay1 ilk yedi giinliik inkubasyon sonucu 70 izolat beyaz koloni rengine sahip
olmalar1 nedeniyle hipovirulent olarak degerlendirilebilirdi. Ancak takip eden 7
giinliik aydinlik kosullardaki inkubasyonda izolatlarin kolonilerinde pigmentasyon
artarak (Sekil 8 b) 18 izolatin koloni rengi turuncuya, 81' in ise koyu turuncuya
doniigmiistiir (Cizelge 7.2 ). Hilman et al. (1990) da aydinlik ortamda PDA besi
ortami lizerinde hipoviriilent ve viriilent izolatlarin koloni renklerinin karanlhk
ortama gore daha koyu renkli oldugunu belirtmistir. Diger taraftan Dunn ve Boland
(1993) a gore PDAmbD besi ortaminda 7 giinliik bir inkubasyon sonucu hipoviriilent
streynlerin koloni caplarinin genelde viriilent olanlara gére onemli oranda diisiik
olmas1 ve asimetrik koloni seklinin de hipoviriilenslik ile ilgili olmas1 nedeniyle
calismamizda bu ozelliklere sahip S5-5 nolu izolat ilk yedi giinliik inkubasyonun
basindan itibaren kolonilerinde pigmentasyon yogun olmasina ragmen hipovirulent

olas1 bir izolat olarak diisiiniilmiistiir. Dunn ve Boland (1993) izolat sayisinin fazla
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oldugu durumlarda kiiltiirel 6zelliklerin hipoviriilent olas1 izolatlarin se¢iminde bir

kriter olarak alinabilecegini ancak hipoviriilent izolatlarin da ortak bir kiiltiirel

ozellige sahip olmadigim

belirtirken,

Elliston (1985) da

hipoviriilensligin

belirlenmesinde farkl kriterlerin dikkate alinmasinin gerekli oldugunu bildirmistir.

Cizelge 7.1. Aydin Yoresi kestane iiretim alanlarindan elde edilen Cryphonectria parasitica

izolatlariin karanlikta besi ortaminda olusan koloni renklerine gore gruplandirilmasi

Koloni

. Beyaz Acik turuncu Turuncu Koyu turuncu
rengi

NI-1 N1-4 K2-1 K2-2 | K2-6 K3-1A | S5-5
N2-1 N2-2 K2-3 K2-5 K3-1B K3-3
N2-3 N2-4 K2-8 K5-1 K3-4 K5-3
N2-5 N2-7 K5-2 K5-5 K5-4 K5-6
N2-8 N2-9 K5-8 K5-9 K5-7 K5-11
N2-10  N2-11 K5-10 K5-12 | K5-14 K5-15
N2-12 N2-13 K5-13 K6-1 K5-16
N5-2 N5-3 K8-1
N5-4 N5-5
N7-1 N7-2
N7-3 N7-4
NI11-5 NI11-6
N11-7 N11-8
N12-2 N12-3
N15-1 N15-2
N15-3 N17-1
N17-2 N17-3

. N18-1 N18-2

Izolatlar NI183  N20-1
N20-2 N20-3
N20-5 N24-1
N24-2A N24-2B
N25-1 N27-1
N27-2
S3-1 S3-2
S3-3 S3-4
S3-5 S4-1
S4-2 S4-3
S4-4 S4-5
S4-6 S4-7
S4-8 S4-9
S4-10 S4-11
S4-12 S5-1
S5-2 S5-3
S5-4
M1-2 M1-3
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Cizelge 7.2. Aydin Yoresi kestane iiretim alanlarindan elde edilen Cryphonectria parasitica

izolatlarinin karanligi takiben siirekli 151k altinda besi ortaminda olusan koloni renklerine
gore gruplandirilmasi

Koloni

. Beyaz Acik turuncu Turuncu Koyu turuncu
rengi
N1-1 N1-4 N2-1 N2-2
N5-2 N5-3 N2-3 N2-4
N5-4 N5-5 N2-5 N2-7
N7-1 N7-2 N2-8 N2-9
N7-3 N7-4 N2-10 N2-11
N12-2 N12-3 | N2-12 N2-13
N20-1 N20-2 | N11-5 N11-6
N20-5 N11-7 N11-8
K5-2 K5-5 N15-1 N15-2
S3-2 N15-3 N17-1
N17-2 N17-3
N18-1 N18-2
N18-3 N20-3
N24-1 N24-2A
N24-2B  N25-1
N27-1 N27-2
K2-1 K2-2
K2-3 K2-5
K2-6 K2-8
K3-1A K3-1B
Izolatlar K3-3 K3-4
K5-1 K5-3
K5-4 K5-6
K5-7 K5-8
K5-9 K5-10
K5-11 K5-12
K5-13 K5-14
K5-15 K5-16
K6-1 K8-1
S3-1 S3-3
S3-4 S3-5
S4-1 S4-2
S4-3 S4-4
S4-5 S4-6
S4-7 S4-8
S4-9 S4-10
S4-11 S4-12
S5-1 S5-2
S5-3 S5-4
S5-5
MI1-2 M1-3
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Sekil 7. S5-5 nolu izolatin asimetrik kolonisi

Sekil 8. C. parasitica izolatlarimin karanlik ortamda ve takiben siirekli aydinlik ortamda olugturduklari
beyaz (a) ve turuncu (b) renkte koloniler.
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4.3.2. izolatlarin Viriilenslikleri

4.3.2.1. Elma testi

Yoremiz C. parasitica populasyonundan elde edilen 99 izolatin
viriilensliklerini elma meyvelerinde olusturduklart lezyonlarin biiyiikliikleri
yoniinden degerlendirmek iizere yapilan inokulasyonlar sonucu meyvelerde cesitli
boyutlarda yuvarlak, kahverengi, yumusak ve hafif ¢okiik lezyonlarin olustugu
gozlemlenmistir.Herhangi bir elmanin tiim yan ylizeyinin lezyonla kaplandiginin
saptandigr 15. giinde yapilan tiim Olciimlerde lezyonlarin ortalama caplarinin
12.0- 51.4 mm arasinda degistigi kontrollerde ise herhangi bir lezyon olusmadigi
saptanmistir. Besi ortaminda sekilsiz koloni yapisi ve ufak koloni olusturmasi ile
diger izolatlardan ayrilan S5-5 nolu izolat elmalarda da ufak lezyonlara neden

olmustur (Sekil 9).

KONTROL

Sekil 9. C. parasitica izolatlarinin golden elma ¢esidinin meyveleri {izerinde olusturduklar: farkli
boyutlardaki lezyonlar.

Her bir kdyiin kestane iiretim alanlarindan elde edilen izolatlar arasinda
viriilenslik agisindan istatistiki olarak onemli bir farkin olup olmadigimi belirlemek

iizere yapilan analizler ile Nazilli ilcesinde Apaklar, Kosk Ilcesinde Gokkiris,
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Sultanhisar Ilgesinde Uzunlar ve Malgagmustafa Koylerinden elde edilen izolatlar
arasinda olusturduklart lezyonlarin caplart agisindan aralarinda  farkliliklar
saptanmistir (Cizelge 8.1, 8.2, 8.3 ve 8.4). Yapilan degerlendirmeler sonucu tiim
koylerden secilen 26 adet C. parasitica izolatimin viriilenslikleri bir kez de
kabuk/ odun dokusu testinde kullanilmak iizere belirlenmistir. Bisiach et al. (1988)
elma testinde C. parasitica’ min viriillent ve hipoviriilent izolatlarinin olusturdugu
lezyonlarin biiyiikliiklerinin yaklasik olmasi nedeniyle giivenilir olmadigini ileri
siirerken, Elliston (1985) ve De Lange et al. (1998) elma testi ile viriilent ve
hipoviriilent  izolatlarin  kolaylikla  ayrilabilecegini,  ayrica  izolatlarin
viriilensliklerinin kisa siirede dl¢iilebilecegini belirtmislerdir. Lee ef al. (1992) da bu
test ile sonuglar kisa siirede alinsa da doku farklilig1 nedeniyle elma testi sonuglarinin
kestanede yapilacak test sonuglarimi yansitmayacagini, izolatlarin viriilensliklerinin
kestane dokular tizerinde degerlendirilmesi gerektigini belirtmistir. Fulbright (1984)
ise her iki dokuda yapilan test sonucglarinin birbirlerine cok yakin oldugunu
saptamistir. Elma testi sonucu Aydin Yoresinden elde edilen izolatlarin
viriilenslikleri arasinda istatistiki olarak o6nemli farkliligin goriilmiis olmasi elma
testinin C. parasitica izolatlar1 arasinda viriilenslik farkini ortaya koyabilecegini
gostermekle birlikte, bu test hakkinda farkli goriislerin olmasi nedeniyle testin
hassasiyeti konusunda bir kaniya ulasilamamistir. Bu bakimdan elma testine gore
secilen izolatlarin viriilensliklerinin daha net ve hassas olarak degerlendirilebilmesi
icin ikinci asamada bu izolatlarin viriilensliklerinin bir kez de konukgusu olan

kestanede kabuk/ odun dokusu testi ile dl¢iilmesi yoluna gidilmistir.



Cizelge 8.1. Nazilli Tlcesi’ne bagl koylerden elde edilen C. parasitica izolatlarinin elma testi sonucu
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olusturduklari lezyonlarin ¢aplart ve bunlarin istatistiki gruplandirilmasi

Aksu Koyii Ortalama lezyon
izolatlar: cap1 (mm)
NI1-1 50.2 a
N1-4 45.9 a
Bagcih Koyii Ortalama lezyon
izolatlari capi (mm)
N5-4 48.6 a
N5-3 48.1 a
N5-2 46.1 a
N5-5 44.5 a
Catak Koyii Ortalama lezyon
izolatlari capi (mm)
N7-3 49.1 a
N7-2 46.9 a
N7-4 46.5 a
N7-1 45.9 a
Derebasi Koyii Ortalama lezyon
izolatlar1 capi (mm)
N11-8 51.4 a
N11-6 51.2 a
N11-5 51.0 a
N11-7 45.5 a
Kahvgdfresi Ortalama lezyon
Koyii
izolatlar1 capt (mm)
N17-1 36.6 a
N17-3 36.5 a
N17-2 36.5 a
Ketendere Koyii | Ortalama lezyon
izolatlari capi (mm)
N20-3 44.1 a
N20-1 44.0 a
N20-5 40.6 a
N20-2 39.1 a
Ovacik Koyii Ortalama lezyon
izolati cap1 (mm)
N25-1 42.0

Yukaridaki tablolarin her birinde ayn1 harf ile ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan bir

fark yoktur (P=0.05)

Appaklar Koyii | Ortalama lezyon
izolatlar: capi (mm)

N2-12 37.9 a
N2-11 35.6 ab
N2-1 34.9 ab
N2-3 34.4 ab
N2-7 34.0 bc
N2-8 33.1 bc
N2-4 32.6 bc
N2-9 32.2 bc
N2-2 32.0 bc
N2-5 30.5 cd
N2-10 27.9

N2-13 23.4 e

Esentepe Koyii

Ortalama lezyon

izolatlar: capi (mm)
N12-3 48.7 a
N12-2 44.6 a

Hisarcik Koyii Ortalama lezyon

izolatlar: capi (mm)
N15-1 47.9 a
N15-3 43.6 a
N15-2 42.1 a

Karahalh Kdyii | Ortalama lezyon

izolatlar: cap! (mm)
N18-2 39.7 a
N18-1 36.9 a
N18-3 36.7 a

Kuscular Koyii | Ortalama lezyon

izolatlar: cap! (mm)
N24-1 35.6 a
N24-2A 33.7 a
N24-2B 32.2 a

Semailli Kdyii

Ortalama lezyon

izolatlar cap1 (mm)
N27-1 45.0 a
N27-2 40.5 a
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Cizelge 8.2. Kosk Ilcesi’ne bagh koylerden elde edilen C. parasitica izolatlarinin elma testi
sonucu olusturduklari lezyonlarin ¢aplart ve bunlarin istatistiki gruplandiriimasi

Akcakoy Koyii | Ortalama lezyon Gokkiris Koyii | Ortalama lezyon
izolatlari capi (mm) izolatlar1 capi (mm)
K2-1 50.6 a K5-13 48.6 a
K2-2 49.0 a K5-15 47.9 ab
K2-3 48.6 a K5-16 47.1 ab
K2-6 48.1 a K5-9 46.9 ab
K2-5 46.6 a K5-12 45.9 ab
K2-8 45.5 a K5-14 45.1 abc
K5-5 45.1 abc
Cumayam Kdyii | Ortalama lezyon K5-1 45.1 abc
izolatlari capi (mm) K5-7 44.0 abed
K3-1A 481  a K5-11 431 abed
K33 475 a K53 2.6 bed
K3-4 465 a K5-10 24 bed
K3-1B 429 a K58 24 bed
— K5-2 42.1 bed
Kn:an Koyii Ortalama lezyon K5-6 39.6 od
izolat1 cap1 (mm)
K6-1 45.6 K5-4 38.6 d
Saricam Koyii Ortalama lezyon
izolati capi (mm)
K8-1 45.0

Cizelge 8.3. Sultanhisar Ilgesi’ne bagh koylerden elde edilen C. parasitica izolatlarinin elma testi

sonucu olusturduklari lezyonlarin ¢aplar1 ve bunlarin istatistiki gruplandirilmasi

i Malgacmustafa
Malg.zfggmlr Ortalama lezyon Koyii Ortalama lezyon
Koyl ¢api (mm) ; capi (mm)
izolatlar: izolatlari
S3-4 45.5 a S4-10 46.5 a
S3-5 45.1 a S4-3 45.7 ab
S3-1 44.5 a S4-11 45.1 ab
S3-3 38.5 a S4-2 44.1 abc
S3-2 38.0 a S4-8 43.9 abc
S4-5 43.9 abc
S4-12 42.0 abc
Uzunlar Koyii Ortalama lezyon S4.9 419 abe
izolatlar: cap1 (mm) :
S5-3 187 a Sﬂ 11-0 al;c
S5.4 450 b 34'4 40-2 12 C
S5-2 427 b 34-6 0-7 c
S5-1 367 ¢ 54- 38. c
S5-5 12.0 d

Yukaridaki tablolarin her birinde ayn1 harf ile ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan bir fark

yoktur (P=0.05)
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Cizelge 8.4. Merkez Ilce’ ye bagh Egrikavak Koyii’nden elde edilen C. parasitica izolatlarimn elma
testi sonucu olusturduklari lezyonlarin ¢aplar1 ve bunlarin istatistiki gruplandiriimasi

Egrikavak Koyii | Ortalama lezyon
izolatlar1 cap1 (mm)
M1-3 38.7 a
M1-2 34.9 a

Yukaridaki tabloda ayni harf ile ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan bir fark yoktur
(P=0.05)

4.3.2.2. Kabuk/ odun dokusu testi

Yoresel adi Isiklar olan kestaneden alinan dallara elma testi ile secilen 26
izolatin inokulasyonu sonucu kestane dallarinin odun dokularinda ortalama caplari
7.6- 24.3 mm arasinda degisen nekrotik lezyonlar olugsmus (Cizelge 9), kontrollerde
ise herhangi bir lezyon gelisimi gozlenmemistir.Yapilan varyans analizi sonucuna

gore izolatlar arasinda %1 diizeyinde istatistiki fark saptanmistir.

Cizelge 9. Kabuk/ odun dokusu testi sonucu C. parasitica izolatlarinin olusturdugu nekrotik
lezyonlarin ¢aplar1 ve bunlarin istatistiki gruplandirilmasi

izolatlar Ortalama nekrotik lezyon cap1 (mm)
K5-13 243  a*
N11-8 230 a
N20-3 21.8 ab
K8-1 20.8  abc
K5-4 17.8  bed
S3-4 16.8  cde
M1-3 163  cdef
S5-3 15.5 defg
Nl1-1 15.1  defg
N24-1 15.1  defg
N2-12 14.8  defg
N17-1 145  defg
S5-5 14.1  defg
N7-3 14.1  defg
K6-1 14.1  defg
K3-1A 140  defg
N2-13 13.7  defg
N12-3 13.1  defg
S4-6 12.7  defgh
N15-1 12.3  efgh
N18-2 12.0  efgh
N5-4 11.5 fgh
K2-1 11.0 gh
S4-10 10.8  gh
N25-1 10.8  gh
N27-1 76 h

* Ayn harf ile ifade edilen degerler arasinda istatistiki a¢idan bir fark yoktur (P <0.01)
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Bu izolatlar arasinda en biiyiik nekrotik lezyonlar1 olusturan ve bu bakimdan
en viriilent izolatlar olarak degerlendiren grubun basinda KS5-13 nolu izolat
bulunurken, en ufak nekrotik lezyonlar1 olugturmasi ile viriilensligi en diisiik izolatlar
olarak degerlendirilen grubun en sonunda N27-1 nolu izolat yer almistir. Bu
sonucglara dayanarak kestane tiplerinin duyarliliklarinin belirlenmesi ¢aligmalarinda
kullanilmak iizere viriilensi yiiksek olarak K5-13 ve viriilensi diisiik olarak N27-1
nolu izolatlar secilmistir (Sekil 10). Besi ortaminda sekilsiz ve ufak bir koloni
olusturmasi1 ve elma testinde de ufak lezyona neden olmasi ile hipovirulent
olabilecegi varsayilan S5-5 nolu izolat kabuk/ odun dokusu testinde olusturdugu
ortalama 14.1 mm capindaki lezyon ile 26 izolat arasinda ortalarda yer almistir.
Diger taraftan bu izolatin elde edildigi kanser tipinin hipoviriilent irklarin
olusturdugu iizerinde ince ve yiizeysel ¢atlaklarin bulundugu siskin kabuk dokulu
6lumciil olmayan kanserlerden (Turchetti, 1982; Heiniger and Rigling, 1994) farkli
olmas1 ve daha ¢ok viriilent irklarin olusturdugu kanserlere benzemesinden dolayi,

bu izolatin hipoviriilent olmadig diisiiniilmiistiir.

Sekil 10. K5-13, S5-5 ve N27-1 nolu C. parasitica izolatlarin kestane dallarinda
kabuk ve odun dokusu iizerinde olusturduklari nekrotik lezyonlar.
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4.4. Kestane Tiplerinin C. parasitica’ya Kars1 Duyarhhklar

4.4.1. Kabuk/ odun dokusu testi

Ertan ve Kiling (2005) tarafindan Aydin ve yoresindeki kestane iiretim
alanlarinda yapilan seleksiyon ¢aligmasina gore en iyi agronomik karakterlere sahip
alt1 kestane tipinin C. parasitica enfeksiyonlarina kars1 duyarliliklarim belirlemek
tizere yapilan kabuk/ odun dokusu testinde viriilensligi yliksek K5-13 ile viriilensligi
diisiik N27-1 izolatlar1 bu kestane tiplerinde nekrotik lezyonlara neden olmuslardir.
Kontrollerde ise herhangi bir lezyon gelisimi goriilmemistir. ki farkli izolatin
olusturduklar1 nekrotik lezyonlarin ¢aplar1 arasinda istatistiki olarak onemli bir fark
saptanmis olup onceki calismalarda da daha yiiksek viriilenslige sahip oldugunu
saptadigimiz K5-13 izolatinin olusturdugu lezyonlarin caplart N27-1° in neden

olduklarindan daha biiyiik bulunmustur (Cizelge 10).

Cizelge 10. Kabuk/ odun dokusu testinde K5-13 ve N27-1 izolatlarinin olusturduklar: nekrotik
lezyonlarin ¢aplarina gore istatistiksel olarak gruplandirilmasi

Ortalama nekrotik lezyon capi

Izolatlar (mm)
K5-13 157 a
N27-1 86 b

(P < 0.05)

Farkli kestane tiplerinde olusan nekrotik lezyonlarin caplar1 arasinda da
istatistiksel acidan 6nemli fark bulunmus olup yapilan gruplandirmada (Cizelge 11)
sirasi ile N-19-2 (As1), N-2-5 (Deli) ve bunlar1 takiben N-7-3 (Sar1 Salman) en biiyiik
lezyonlarin olustugu kestane tipleri olarak saptanmistir. En ufak lezyonlarin olustugu

kestane tipleri iginde N-3-4 (Isiklar) sayisal olarak en sonda yer almistir.



Cizelge 11. Kabuk / odun dokusu testi sonucu farkli kestane tiplerinde olusan nekrotik lezyonlarin
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caplarinin istatistiksel olarak gruplandirilmasi

Kestane tipleri Ortalama nekrotik lezyon capi (mm)
N-19-2 (As1) 13.7 a**
N-2-5 (Deli) 13.7 a
N-7-3 (Sar1 Salman) 12.7 ab
N-23-1 (Isiklar) 11.3 bc
N-20-2%* 11.3 be
N-3-4 (Isiklar) 10.3 C

* Yoresel bir ad1 bulunmamaktadir.
** Siitun icerisinde ayn1 harf ile ifade edilen degerler arasinda istatistiki ag¢idan bir fark

yoktur (P < 0.05).

K5-13 ve N27-1 izolatlarimin farkli kestane tiplerinde neden oldugu nekrotik
lezyonlar1 ayr1 ayn gruplandirdigimizda da aralarinda siralama agisindan farkliliklar
saptanmis olsa da N-19-2 (As1), N-2-5 (Deli) ve N-7-3 (Sar1 Salman) kestane tipleri
en biiylik lezyonlarin olustugu grup icinde yer almistir (Cizelgel2.1, 12.2). Buna
gore bu iic kestane tipi ele alinanlar i¢inde en duyarli kestane tipleri olarak
degerlendirilmistir. En wufak nekrotik lezyonlarin olustugu kestane tiplerinin
bulundugu grup ve iclerinde en ufak boyuttaki lezyonlarin 6l¢iildiigi N-3-4 (Isiklar)

ise testlenen kestane tipleri i¢inde en az duyarl tip olarak kaydedilmistir.

Cizelge 12.1. Kabuk / odun dokusu testi sonucu K5-13 izolatinin kestane tipleri tizerinde olusturdugu
nekrotik lezyonlarin caplar1 ve bunlarin istatistiksel olarak gruplandirilmasi

Kestane tipleri Ortalama nekrotik lezyon capi (mm)
N-19-2 (As1) 18.6 a*
N-2-5 (Deli) 16.6 ab
N-7-3 (Sart Salman) 156  bc
N-23-1 (Isiklar) 150 bc
N-20-2 147 bc
N-3-4 (Isiklar) 137 ¢

* Siitun icerisinde ayni1 harf ile ifade edilen degerler arasinda istatistiki acidan bir fark yoktur

(P <0.05).
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Cizelge 12.2. Kabuk / odun dokusu testi sonucu N27-1 izolatinin kestane tipleri iizerinde olusturdugu
nekrotik lezyonlarin ¢aplar1 ve bunlarin istatistiksel olarak gruplandirilmasi

Kestane tipleri Ortalama nekrotik lezyon capi (mm)

N-2-5 (Deli) 106  a*
N-7-3 (Sar1 Salman) 9.6 ab
N-19-2 (As1) 86 ab
N-20-2 80 ab
N-23-1 (Isiklar) 76 ¢

N-3-4 (Isiklar) 70 ¢

* Siitun icerisinde ayni harf ile ifade edilen degerler arasinda istatistiki acidan bir fark yoktur

(P <0.05).

4.4.2. Kesilmis dal testi

Kestane tiplerinin C. parasitica’ya kars1 duyarliliklarinin saptandigi kesilmis
dal testinde de iki farkli izolat olusturduklar1 nekrotik lezyonlarin caplart agisindan
karsilastirildiginda K5-13’{in istatistiksel olarak daha biiyiik lezyonlara neden oldugu
(Sekil 11 a) belirlenmistir (Cizelge 13). Bu bakimdan da N27-1 izolatina gore daha
saldirgan oldugu bir kez daha ortaya konmustur (Sekil 11 b). Kontrollerde ise lezyon

gelisimi olmamistir (Sekil 12).

Cizelge 13. Kesilmis dal testinde K5-13 ve N27-1 izolatlarinin olusturduklar1 nekrotik lezyonlarin
caplarina gore istatistiksel olarak gruplandiriimasi

izolatlar Ortalama nekrotik lezyon capi
(mm)
K5-13 462 a
N27-1 365 b

(P <0.05)
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Sekil 11. K5-13 (a) ve N27-1 (b) nolu izolatlarin kestane dallarinin kabuk dokusunda olusturduklari
nekrotik lezyonlar.

Kesilmis dallarda olusan nekrotik lezyonlarin caplan kestane tiplerinin
duyarhiliklarimi ortaya koymak iizere karsilastirildiginda N-7-3 (Sar1 Salman) kestane
tipinde olusan lezyonlarin digerlerine gore istatistiksel olarak daha biiyiik oldugu
goriilmiistiir (Cizelge 14). Diger kestane tiplerinde gelisen lezyonlarin biiytikliikleri

arasinda ise fark saptanmadigindan aym grup igerisinde yer almiglardir.

Cizelge 14. Kesilmis dal testi sonucu farkli kestane tiplerinde olusan nekrotik lezyonlarin
caplarinin istatistiksel olarak gruplandirilmasi

Kestane tipleri Ortalama nekrotik lezyon capi (mm)
N-7-3 (Sart Salman) 62.5 a*
N-23-1 (Isiklar) 418 b
N-19-2  (As) 403 b
N-2-5 (Deli) 380 b
N-3-4 (Isiklar) 337 b
N-20-2 320 b

* Siitun icerisinde aym harf ile ifade edilen degerler arasinda istatistiki acidan bir fark yoktur

(P < 0.05).
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Veriler her iki izolat i¢in ayr1 ayr analiz edildiginde de aym sonuglara
ulagilmis olup, K5-13 ile N27-1 izolatlarimin N-7-3 (Sar1 Salman) kestane tipinde
olusturdugu sirasi ile ortalama 68.3 mm ve 56.6 mm c¢apindaki nekrotik lezyonlarin
diger kestane tiplerinde olusanlardan istatistiksel olarak biyiik olduklar
belirlenmistir (Cizelge 15.1, 15.2). Buna gore de tiim kestane tipleri arasinda N-7-3
(Sart Salman) en duyarli olarak saptanmistir. Diger kestane tipleri arasinda ise
sayisal olarak en ufak lezyon c¢aplar1 N-20-2 ve ona yakin olarak N-3-4 (Isiklar)
kestane tiplerinde dl¢iilmiistiir (Sekil 13 a, b).

Cizelge 15.1. Kesilmis dal testi sonucu K5-13 izolatimin kestane tipleri iizerinde olusturdugu
nekrotik lezyonlarin ¢aplar1 ve bunlarin istatistiksel olarak gruplandirilmasi

Kestane tipleri Ortalama nekrotik lezyon capi (mm)

N-7-3 (Sart Salman) 68.3 a*

N-23-1 (Isiklar) 48.0 b

N-19-2  (As1) 46.6 b

N-2-5 (Deli) 420 b

N-3-4 (Isiklar) 376 b

N-20-2 346 b
* Siitun icerisinde ayni harf ile ifade edilen degerler arasinda istatistiki acidan bir fark yoktur

(P <0.05).

Cizelge 15.2. Kesilmis dal testi sonucu N27-1 izolatimin kestane tipleri iizerinde olusturdugu nekrotik
lezyonlarin ¢aplar1 ve bunlarin istatistiksel olarak gruplandirilmasi

Kestane tipleri Ortalama nekrotik lezyon capi (mm)
N-7-3 (Sart Salman) 56.6 a*
N-23-1 (Isiklar) 356 b
N-19-2 (As1) 340 b
N-2-5 (Deli) 340 b
N-3-4 (Isiklar) 296 b
N-20-2 293 b

* Stitun icerisinde ayni harf ile ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan bir fark yoktur

(P <0.05).
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KONTROL
N20-2

Sekil 12. Kesilmis dal testinde kontrol.

Sekil 13. K5-13 nolu izolatin N-7-3 ve N-20-2 kestane tipleri iizerinde olusturdugu

nekrotik lezyonlar (a), N27-1 nolu izolatin N-7-3 ve N-3-4 kestane tipleri
izerinde olugturdugu nekrotik lezyonlar (b).

Uygulanan iki ayn testte Olciilen lezyon caplari yoniinden kestane tipleri
arasindaki duyarlilik farklar irdelendiginde kabuk/ odun dokusu testinde lezyonlarin
caplar1 inokulasyonu takiben kisa bir siire sonra nekrotik lezyonlar heniiz yeterince
gelismeden oOl¢iildiigiinden kestane tipleri arasinda lezyon biiyiikliikkleri acgisindan
farkliliklarin tam olarak netlesmedigi sanilmaktadir. Bu nedenle de lezyon
biiyiikliiklerine gore kestane tiplerinin siralanmasinda izolatlar arasinda bazi
farkliliklar ortaya cikmistir. Ancak kesilmis dal testinde Olgiimler lezyonlarin
gelismelerine olanak veren bir ay gibi uzun bir siire sonunda yapildigindan cesitler

arasindaki farkliliklar tam olarak belirginlesmektedir. Gerci Lee et al. (1992)
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kabuk/ odun dokusu testinin kesilmis dal testine gore kisa siirede daha giivenilir
sonuclar verdigini belirtse de caligmamizda kesilmis dal testinde lezyonlarin
biiyiikliiklerine gore alti kestane tipinin siralamasi ve Duncan testine gore
gruplandirilmalan iki farkli izolat i¢inde ayni1 oldugundan (Cizelge 15.1, 15.2) daha

tutarli ve giivenilir olarak degerlendirilmistir.

Kestane tiplerinin duyarliliklar1 ag¢isindan calismamizda bu iki test ile
yaklagik benzer sonuclara ulasilmistir. Nitekim kesilmis dal testi sonuglaria gore en
biiyiik lezyonlarin olustugu bu nedenle de en duyarli kestane tipi olarak
degerlendirilen N-7-3 (Sar1 Salman) kestane tipi kabuk/ odun dokusu testine gore en
bilyiik lezyonlarin olustugu kestane tipleri grubu icinde yer almistir. Diger taraftan
kesilmig dal testinde Duncan’ a gore en ufak lezyonlarin olustugu kestane tiplerinin
yer aldig1 grubun en sonunda bulunan N-20-2 ve ona yakin degeri ile N-3-4 (Isiklar)
kestane tiplerinin siralama farkli olsa da kabuk/ odun dokusu testi sonuglarina gore
de en ufak lezyonlarin belirlendigi kestane tipleridir. Bu sonuglara gore kestane
tipleri i¢inde N-20-2 ve ona yakin degeri ile N-3-4 (Isiklar) en az duyarl tipler olarak
degerlendirilebilir. Ulkemizde yiiriitiilmiis olan bir ka¢ ¢alismada bazi kestane iiretim
alanlarinda kestane kanseri hastaligina kars1 dayanmiklilik gosteren kestane ¢esitleri ve
tipleri saptanmistir. Bu konuda Soylu ve Ufuk (1994) Marmara Bolgesini kapsayan
caligmalarinda Vakit ve Firdula cesitlerinin kestane kanserinden en az
etkilendiklerini bildirirken, Baykal et al. (2000) da Bursa ve Yoresindeki kestane
tiretim alanlarinda bulunan Vakit cesitinin yami sira Dursun ¢esitininde hastalik
etmenine kars1 dayanikli oldugunu saptamislardir. Erper ve arkadaglari (2005) ise
Karadeniz Bolgesi’'nden selekte edilmis kestane genotipleri arasindan 556-8 ve
SE 3-12’nin C. parasitica’ya kars1 dayanikli oldugunu bulmuslar ve bu genotiplerin
tireticilere tavsiye edilebilecegini belirtmislerdir. Aydin kestane iiretim alanlarinda
tiretilen kestane tipleri tizerinde ilk kez yapilan bu calisma ile agronomik degerleri
yiiksek kestane tiplerinin C. parasitica’ya olan reaksiyonlar saptanmistir. Ele alinan
kestane tiplerinin duyarliliklart arasinda farkliliklar saptanmis ve N-3-4 (Isiklar) ve
N-20-2 en az duyarli kestane tipleri olarak belirlenmis olsa bile, bu hastaliga
dayanikli olarak oOnerilebilecek diizeyde bir reaksiyon belirlenmemistir. Ayrica

laboratuvar kosullarinda yiiriitiilen bu calismalardan elde edilen sonuglarin bagka bir
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calisgma ile doga kosullarinda canli agaclar iizerinde de dogrulanmasi uygun

olacaktir.

4.5. Cryphonectria parasitica> nin Meselerde Enfeksiyon

Durumu

Cryphonectria parasitica’nin kestane disindaki konukgulari olarak belirtilen
mese, giirgen, kizilagac, kayacik agaglarindan (Frimelica and Facoli, 1999) Aydin ve
Yoresinde sadece meselere ait ii¢ tiiriin [Saclit Mese (Quercus cerris), Kermes Mesesi
(Quercus coccifera), Pirnal Mesesi (Quercus ilex) | (Sekil 14 a, b, ¢) bulunmasi

(Halit Salkaci, 2004, sozlii goriisme) nedeniyle calismamizda bu tiirler kestane

kanseri belirtileri yoniinden incelenmistir.

Sekil 14. Sagli Mese (a), Kermes Mesesi (b) ve Pirnal Mesesinin (c) yapraklarindan goriiniim.
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Aydin’in baglica kestane iiretim alanlarinin yer aldig1 Nazilli, Sultanhisar ve
Kosk Ilcelerinde kestaneliklerin iclerinde veya cevrelerinde bulunan Sagli Meselerde
ayrica kestane alanlarindan uzakta daha diigiik rakimlarda saptadigimiz Kermes
Mesesinde ve Aydin ili’nde sadece Kusadasi Ilcesi Dilek Yarimadasi Milli Parki’nda
bulunan Pirnal Mesesinde C. parasitica’ nin dogal enfeksiyonlarina rastlanmamistir.
Ancak bu tiirlerde yapay inokulasyonlar sonucu enfeksiyon olup olamayacagini
saptamak amaciyla in vitro kosullarda yapilan kabuk/ odun dokusu ile kesilmis dal
testlerinde bu ii¢ mese tiiriiniin dallarinda nekrotik lezyonlarin olustugu saptanmigtir
(Sekil 15 a, b, ¢). Bu durum enfeksiyon icin uygun kosullarin ger¢eklesmesi halinde
bu ii¢ mese tiiriiniin C. parasitica’ nin konukgusu olabilecegi kanisim1 vermektedir.
Nitekim Italya’ da Luisi et al, (1993) Pirnal Mesesi iizerinde kestane kanseri
hastaligini saptamis ve bu durumun C. parasitica populasyonunun artmasinda 6nemli
katkis1 olabilecegini ileri siirmiistiir. Ancak yoremizde kestane iiretim alanlar iginde
ve cevresinde olmayan Pirnal Mesesi ile Kermes Mesesinde kestane kanseri
hastaliginin saptanmamasi kestane iiretim alanlarina uzakligi sonucu dogal yayilma
ile hastalik etmeninin bu bitkilere ulasamadigi seklinde acgiklanabilir. Ancak kestane
alanlar ile i¢ ige olan sach meselerde de C. parasitica enfeksiyonlarinin goriilmeyisi
etmenin penetrasyonu icin gerekli olan dokularin yaralanmasina (Gravatt, 1949) ve
etkin tasinmasina neden olabilecek tarimsal uygulamalarin dogal olarak yetisen
meselerde olmayisina baglanabilir. Kestanelerde budama, asilama ve hasatta dallarin
cirpilmasi seklinde yapilan tarimsal uygulamalar etmenin yayilmasi ve penetrasyonu
icin uygun kosullar1 saglamaktadir. Aydin Yoresinde meselerde bugiin igin
belirlenmemis olan kestane kanseri hastaliginin kestaneliklerin bulundugu alanlarda
mese agaclarindan yararlanmak iizere yapilacak uygulamalar sonucu meselerde de
goriilebilecegi beklenmektedir. Bu nedenle kestane {iiretim alanlarinda kestane
kanserine kars1 yiiriitiilecek savasimda hastaligin yayilmasinda mesenin inokulum
kaynag olabilecegi gerceginin daima dikkate alinmasi gerektigi kanisina ulasilmistir.
Diger taraftan Aydin ve Yoresinde C. parasitica v-c grubu cesitliliginin ¢ok diisiik
olmas1 bu nedenle hipovirulent irklardan yararlanarak yapilabilecek bir savasimda
basar sans1 yiiksek olmakla birlikte Dallavalle and Zambonelli (1999)’nin belirttigi

gibi meselerde bulunan C. parasitica’nin farkli v-c gruplarina ait olabilecegi,
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bunlarin kestaneliklerde yayilmasi ile v-c grup cesitliliginin artacagi ve sonugta

hastaligin hipoviriilent 1rklarla kontroliiniin zorlasacag1 da géz ardi edilmemelidir.

Sekil 15. Sacli Mese (a), Kermes Mesesi (b) ve Pirnal Mesesi (c) iizerinde kesilmis dal testi sonucu
odun dokusunda olusan nekrotik lezyonlar.



5.SONUC ve ONERILER

Tiirkiye kestane iiretiminde en biiyiilk paya sahip olan ve kestane kanseri
tehlikesi altina giren Aydin ili’nde bu hastaliga kars: almacak onlemler agisindan
verim ve kalite kriterleri yonii ile iiretimde tercih edilen yoresel kestane tiplerinin
hastaliga kars1 duyarliliklariin bilinmesi 6nemlidir. Bu nedenle bu ¢alismanin ana
amagclarindan biri Aydin kestane iiretim alanlarinda yaygin olarak yetistirilen kestane
tiplerinin yine bu alanlardan elde edilen ve farkli Vviriilenslige sahip
Cryphonectria parasitica izolatlarina karst olan duyarlhiliklaninin farkli testlerle
belirlenmesidir. Boylece kestane tipleri arasinda bu hastaliga karsi Onerilebilecek
daha az duyarhi veya dayanikli tiplerinin olup olmadigi belirlenebilecegi gibi ayrica
kullanilan farkl testler 6l¢ciim hassasiyeti ve uygunluklart agisindan karsilastirilmis
olacaktir. Caligmanin bir diger amaci ise kestane kanseri etmeninin diger
konukcularindan biri olan mesenin Aydin Yoresinde bulunan tiirlerinin bu etmenin
konukcusu olup olmadiginin saptanmasidir. Bunlarin yan1 sira calismada kullanilan
tim izolatlarin kiiltiirel o6zelliklerine bakilarak aralarinda hipovirulent olasi
streynlerin olup olmadiginin belirlenmesi ve yore populasyonunda v-c grup
cesitliliginin durumunu izlemek iizere calisma kapsaminda elde edilen izolatlarin da

vejetatif uyum gruplarinin saptanmasi ¢aligmanin hedefleri icinde yer almaktadir.

Bu calismalardan elde edilen sonuclar, bunlarin degerlendirilmesi ve bu
konularla ilgili yapilabilecek oneriler asagida verilmistir.

- Aydin kestane iiretim alanlarindan bu ¢alisma kapsaminda elde edilen 19
C. parasitica izolatinin v-c grup cesitliligi belirlenerek 17’sinin Avrupa v-c
gruplarindan EU 1 ile, 2’sinin ise EU 12 ile uyumlu oldugu bulunmustur. Bu
sonuclar ayn1 kestane {iretim alanlarini i¢ine alan baska bir ¢calismadan saglanarak bu
calismada kullanilan 80 C. parasitica izolatinin v-c grup cesitliligi ile aymdir (Déken
ve ark. 2004). Bu iiretim alanlarinda C. parasitica populasyonunda v-c grup
cesitliliginin diisiik olusu populasyonun v-c grubu ile ayn1 gruba sahip hipoviriilent
izolatlarin kullanilmasiyla yapilacak bir biyolojik savasimin basar1 sansinin yiiksek

olacagim gostermektedir.
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- Aydin Yoresi C. parasitica populasyonundan elde edilen 99 izolat arasindan
S5-5 hari¢ hepsi PDA besi ortam iizerinde benzer hizla geliserek, homojen yuvarlak
koloniler olugturmuglardir. Bu kolonilerin rengi karanlik ortamda beyazdan
turuncaya kadar degisen tonlarda olup, aydinlik ortama gecildiginde hepsinde
pigmentasyon artmistir. S5-5 in kolonileri ise her iki ortamda da koyu turuncu olup,
aym siire icinde kolonileri sekilsiz ve daha ufak olarak gelismistir.

- Kestane tiplerinin duyarliliklarimi1 saptamada kullanilacak viriilensi yiiksek
ve diisiik iki izolatin belirlenmesi i¢in yapilan iki farkli testten ilki olan elma testi
sonuglarina gére Apaklar, Gokkiris, Uzunlar ve Malgacmustafa kdylerinden elde
edilen izolatlar arasinda énemli farkliliklar saptanmistir.Bu kdylerin her birinden
viriilensi diisiik ve yiiksek birer izolat, ayrica diger kdylerden de birer izolat secilerek
toplam 26 izolatin viriilenslikleri bir kez de kestane kabuk/ odun dokusu testi ile
belirlenmistir. Sonugta en biiyiik nekrotik lezyonlara neden olan K5-13 nolu izolat en
yiiksek viriilenslige sahip, en ufak lezyonlar1 olusturan N27-1 ise en diisiik
viriilensligi olan izolatlar olarak degerlendirilmislerdir.

- Aydin Yoresinde yaygin olarak iiretilen kestane tipleri arasinda kalite ve
verim kriterleri agisindan secilen en iyi kestane tiplerinin kestane kanserine karsi
duyarliliklart kabuk/ odun dokusu ve kesilmis dal testleri ile belirlenmistir. K5-13 ve
N27-1 izolatlar1 kullanilarak yapilan testlerde K5-13 {in olusturdugu lezyonlarin
caplarinin 6nemli diizeyde daha biiyiik oldugu saptandigindan daha yiiksek viriilense
sahip oldugu bu caligmalar ile de teyit edilmistir. Ele alinan kestane tipleri arasinda
bu hastalia kars1 Onerilebilecek diizeyde dayaniklilik gosteren kestane tipleri
saptanmis olmamakla birlikte, kestane tiplerinin duyarliliklari arasinda 6nemli farklar
bulunmustur. Her iki testte de sonuclar benzer olup, en kiiciik lezyon caplarinin
olctildiigii N-20-2 ve N-3-4 (Isiklar) en az duyarl, en biiyiik lezyonlarin olustugu
N-7-3 (Sar1 Salman) de en ¢ok duyarli kestane tipler olarak saptanmislardir.

- Yoremizde C. parasitica’ min kestane disindaki konukgularindan sadece
Sacli Mese, Kermes Mesesi ve Pirnal Mesesi tiirlerinin bulundugu belirtildiginden bu
tiirlerin bulundugu dogal ortamlarda meseler tizerinde yapilan gézlemlerde herhangi
bir kanserli dokuya rastlanmamistir. Ancak in vitro kosullarda bu tiirlerden alinan dal

parcalarina kabuk/ odun dokusu ve kesilmis dal testi yontemleri ile K5-13 nolu C.
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parasitica izolat1 inokule edildiginde ii¢ mese tiiriiniin de bu izolata kars1 duyarl
olduklar1 goriilmiistiir. Bu durum enfeksiyon i¢in uygun kosullarin gerceklesmesi
halinde 6zellikle kestanelikler ile i¢ ige veya ¢ok yakin olarak bulunan sac¢l mesenin
kestane kanserinin yayilmasinda inokulum kaynagi olabilecegini gostermektedir. Bu
nedenle kestane kanserine kars yiiriitiilecek savasimda mese enfeksiyonlarinin da
g6z Oniinde bulundurulmasi gerekmektedir.

- In vitro kosullarda C. parasitica’ya kars1 kestane tiplerinde saptanan
duyarhiliklarin ayrica mese tiirlerinde gozlemlenen enfeksiyonlarin bir kez de dogal
kosullarda dogrulanmasi1 daha net ve saglikli sonuglara ulagilmasini saglayacaktir.

- Kestane kanseri savagimina yonelik olarak dayanikli kestane tiplerinin
arayis1 bu calisma ile oncellikle iiretimde tercih edilen ve agronomik degerleri
yiiksek g¢esitler arasinda yapilmistir. Ancak bu konudaki ¢alismalar sadece bu kestane
tipleri ile sinirli kalmamali, kalite ve verim degerlerine bakilmaksizin bulunabilecek
herhangi bir dayanikli tip bu hastaliga kars1 dayanikli ¢esit 1slahinda gen kaynagi

olarak degerlendirilmelidir.



OZET

Aydin kestane iiretim alanlarindan elde edilen Cryphonectria parasitica
(Murrill) Barr izolatlarinin viriilensliklerinin belirlenerek bunlar i¢inde en yiiksek ve
diisiik virulenslige sahip iki izolat bu yorede yaygin olarak yetistirilen kestane
tiplerinin bu etmene karsi duyarliliklarinin belirlenmesinde kullanilmistir. Ayrica
Aydin Yoresinde bulunan mese tiirleri dogal kosullarda kestane kanseri hastaliginin
varligi yoniinden gézlemlenmis, buna ek olarak in vitro kosullarda C. parasitica
izolatlar ile yapilan inokulasyonlar ile bu tiirler iizerinde enfeksiyonlara neden olup
olamayacag1 saptanmistir. Diger taraftan bu c¢aligmada kullanilan tiim izolatlarin

kiiltiirel 6zellikleri incelenmis ve yeni izole edilenlerin v-c gruplar1 da belirlenmistir.

19 adedi bu calisma kapsaminda izole edilen ve 80 adedi de Aydin ve
Yoresinde yapilan baska bir ¢calismadan saglanan toplam 99 adet C. parasitica izolati
arasindan K5-13 izolati en yliksek, N27-1 ise en diisiik viriilenslige sahip izolatlar
olarak saptanmiglardir. Ayrica bu calismada izole edilen 19 izolatin vejetatif uyum
grubu yine Aydin C. parasitica populasyonundan elde edilmis diger izolatlarda
oldugu gibi Avrupa v-c gruplarindan sadece EU 1 ve EU 12 ile uyumlu oldugu
bulunmustur. Alt1 kestane tipinde K5-13 ve N27-1 nolu C. parasitica izolatlari
kullanilarak kabuk/ odun dokusu ve kesilmis dal testi yontemlerine gore yapilan
duyarlilik testleri sonucunda N-3-4 ve N-20-2 kodlu kestane tipleri en az duyarls,
N-7-3 ise en duyarlh kestane tipi olarak degerlendirilmistir. Aydin ve Yoresinde
bulunan ii¢c mese tiiri [Sachh Mese (Quercus cerris), Kermes Mesesi (Quercus
coccifera) ve Pirnal Mesesi (Quercus ilex)] iizerinde dogal ortamlarda yapilan
gozlemlerde kanserli dokulara rastlanmamistir. Ancak in vitro kosullarda KS5-13
izolat1 kullanilarak, kabuk/ odun dokusu ve kesilmis dal testi yontemleri ile yapilan
inokulasyonlar sonucu bu mese tiirlerinde nekrotik lezyonlarin olugmasi ile bu mese
tiirlerinin C. parasitica’nin konukgusu olabilecegi belirlenmistir. Bu caligmada gerek
izolatlarin viriilensliklerinin belirlenmesinde gerekse kestane tiplerinin etmene
duyarhiliklarinin saptanmasinda kullanilan testler de birbirlerine olan istiinliikleri

yoniinden karsilastirilmis olup, bunlar arasindan kesilmis dal testi yonteminin
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iclerinde en hassas Olctimlerin yapilabilecegi ve bu nedenle en giivenilir test oldugu

kanisina varilmastir.



SUMMARY

Cryphonectria parasitica (Murrill) Barr isolates collected from Aydin’s
chestnut orchards were tested for virulence and two isolates, one with highest and
another with lowest virulence, were used in evaluations of susceptibility of chestnut
genotypes, which are predominantly cultivated in Aydin Province. Besides, the three
oak species commonly found in the area were examined in nature for presence of
chestnut blight symptoms, on the other hand capability of C. parasitica isolates to
cause infection on these species was determined with inoculations in vitro
conditions. All isolates used in this study were examined in terms of their cultural
characteristics and v-c types of the new isolates collected in this study were

identified.

Out of 99 isolates, 19 from this study and 80 from a previous study conducted
in Aydin Province, K5-13 was found to be the most virulent isolate, whereas N27-1
was the least virulent one. The results of vegetative compatibility test for 19 new
isolates were similar to those of obtained from the previous study, which the isolates
were only compatible with EU 1 and EU 12 v-c types. According to the results of the
two different pathogenicity tests (bark-and wood tissue test and excised-stem test)
with K5-13 and N27-1 isolates carried out on six chestnut genotypes, N-3-4 and
N-20-2 genotypes showed lower susceptibility, whereas N-7-3 was found to be the
most susceptible one. No chestnut blight symptoms were detected in nature on any
of the three oak species (Quercus cerris, Quercus coccifera, Quercus ilex) examined
during the surveys. However, inoculations with K5-13 isolate in both bark-and wood
tissue test and excised-stem test in vitro resulted lesion development on all oak
species, which indicated that they might be potential hosts for C. parasitica. In this
study, all tests used for both measuring virulence of isolates and determining
susceptibility of chestnut genotypes were compared each other and excised-stem test

gave more consistent, and reliable measurements.
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