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OZET

Doktora Tezi

Karadeniz Bolgesinde Kestane Kanseri (C. parasitica)’ nin Biyolojik Miicadelesi
Uzerine Arastirmalar

SECIL AKILLI
Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittusi

Bitki Koruma Anabilimdali

Danisman: Prof. Dr. Y. Zekai KATIRCIOGLU

Kestane Kanserinin biyolojik savasim caligmalari Karadeniz bolgesinde kestanenin yaygin
oldugu Artvin, Bartin, Giresun, Diizce, Kastamonu, Ordu, Rize, Samsun, Sinop, Trabzon,
Zonguldak illerinde yiiriitiilmiistiir. Bu bélgeden elde edilen 294 izolatin viriilenslikleri kiiltiirel
ozellikler, elma testi, kesik dal inokiilasyon yontemi ve Bavendamm testi ile belirlenmistir.
Kiiltiirel 6zelliklerine gore 294 izolattan 25’ inin hipoviriilent oldugu saptanmigstir. Elma
testinde izolatlarin olusturdugu nekroz boylar1 arasinda oldukga fazla sayida farkli gruplar
olusmustur. Bu nedenle, bu testte hipoviriilent izolatlarin ayrimi belirgin olarak ortaya
konamamistir. Kesik dal inokiilasyon yonteminde daha az sayida izolatla ¢alisilmasina ragmen
izolatlar aras1 varyasyon c¢ok olmus ve bu yontemde elde edilen sonuclarla elma testi ve
izolatlarin kiiltiirel 6zelliklerine goére hipoviriilentlerinin ayrilmasi arasinda bir paralellik
saptanamamistir. Bavendamm testi sonuglarina goére izolatlar {i¢ grup olusturmuslardir. Bu testte
acik ve koyu renkli gelisen izolatlar sirasiyla hipoviriilent ve viriilent izolatlar1 temsil
etmektedir. Bu sonugclarla izolatlarin kiiltiirel 6zelliklerine gore ayrimi uyumlu olmustur. Ancak
Bavendamm testinde orta renkte gelisen izolatlarin hipoviriilent veya viriilent olanlar
goriilmiistiir. Karadeniz bdlgesinde kestane kanseri etmeninin 5 Eu uyum grubu icinde yer
aldiklar1 en yaygmm uyum gruplariin Eu-1 ve Eu-12 oldugu belirlenmistir. Hipoviriilent
izolatlarin ¢ogunlugu Eu-1 uyum grubuna girmislerdir. Bu gruptaki 3 hipoviriilent izolatin iki
viriilent izolatin olusturdugu kanserleri etkilemeleri farkli olmustur. En yiiksek etkiyi Z-1
hipoviriilent izolat1 K-19 viriilent izolatina kars1 gostermis olup bu viriilent izolatin kanserlerini
% 54.16 Onlemistir. Kestane fidanlarinda test edilen antagonistler i¢inde en yiiksek etkiyi 5
Trichoderma izolat1 i¢inden T-2 nolusu gostermistir. Etkinligi denenen 4 Bacillus izolatindan
bir tanesi (Bz), fazla yiiksek olmayan bir etki (% 40.97) gostermistir. Ele alinan 4 Penicillium
izolatindan hig biri yeterli koruyucu etkiyi saglamamustir.

2008, 88 sayfa

Anahtar Kkelimeler; Kestane kanseri, Hipoviriilent, Antagonist, uyum gruplar,
Bavendamm testi



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

Researches on the Biological Control of Chestnut Blight (C. parasitica) in Black Sea
Region

SECIL AKILLI

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. Y. Zekai KATIRCIOGLU

Biological control of chestnut canker was studied in Black Sea region in the provinces of
Artvin, Bartin, Giresun, Diizce, Kastamonu, Ordu, Rize, Samsun, Sinop, Trabzon and
Zonguldak where the diseases is widespread. Virulence of the 295 isolates obtained from this
region was determined by cultural growth characteristics, apple test, detached stem inoculation,
and Bavendamm test. Twenty five of the total 295 isolates were hypovirulent according to the
cultural growth patterns. Many groups were formed on the apple test compared to the diameter
of the necrosis formed. For this reason differentiation of the hypovirulent isolates could no be
made by this method. Variation between the necrosis formed by various isolates on detached
stems was so high even fewer numbers of isolates tested and the results obtained with this
method were not comparable to the apple test and cultural aspects of the isolates. Isolates
formed three groups according to Bavendamm test. The white and dark color growths on this
test represent the hypovirulent and virulent isolates, respectively. The results of Bavendamm
test with this respect was in accordance with the cultural growth characteristics. But the weak
color reaction on Bavendamm test showed both virulent and hypovirulent growth forms. Five
European VC groups were determined in Black Sea Region and the most widespread groups
were Eu-1 and Eu-12. Most of the hypovirulent isolates belonged to Eu-1 VC group. The
preventive effects of 3 hypovirulent isolates on two virulent ones in this group showed
variation. The highest effect against the virulent isolate K-19 was obtained by the hypoviulent
isolate Z-1, and this isolated prevented the canker development 54.16%. Among the 5
Trichoderma isolates, T-2 gave the highest protection on chestnut saplings. Only one Bacillus
isolate (Bz) out of 4 gave a slight protection (40.97%). None of the tested 4 Penicillium isolates
provided sufficient protection.

2008, 88 pages

Key words; Chestnut canker, Hypoviriilent, Antagonist, VC groups, Bavendamm test
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Bu calismanin gerg¢eklesmesinde yardim ve destegini esirgemeyen, c¢alismanin her
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Sayin Prof. Dr. Y. Zekai KATIRCIOGLU' na tesekkiirlerimi sunmay1 bir borg bilirim.

Bu c¢alismanin yapilmasindan gergeklesmesine kadar goriis, diislince, bilgi ve
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Salih MADEN' e, calismamda c¢esitli konularda bana yardimci olan tez izleme
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Caligma esnasinda Avrupa uyum gruplarin temininde yardimci olan Dr. Miikerrem
CELIKER’e ve gerekli bazi literatiir temininde yardimci olan Prof. Dr. Hiidaver
COSKUN ve Dog. Dr. Himmet TEZCAN’a ve hipoviriilent izolat temininde yardimci
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Orman Isletme Miidiirii Zekeriya Aslan’a, Ayancik Orman isletme sefi Alparslan Kad
‘ya, Kastamonu-inebolu Orman Isletme sefliginden Oguz Kaan Giil, Cide Orman
Isletme Miidiirii Sinan Yilmaz’ a, Catalzeytin isletme miidiirii Ertan Pirdal’ a, Rize-
Cayeli Orman Isletme miidiirliigii sefi Ozlem Bahgekapili ve Ardesen Orman isletme
sefi Asli Cullu’ ya, Samsun-Salipazar1 Orman isletme sefi Ayhan Yasar’ a, Trabzon-
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1. GIRIS

Kestane, Kuzey Yarim Kiirenin Asya, Avrupa ve Amerika kitalarinda ve kismen de
Giliney Amerika’da dogal olarak bulunan bir orman agaci ve ayni zamanda kiiltiire
aliman bir meyve tiirtidiir. Yillara gore degismekle beraber 2002 istatistiklerine gore
diinya kestane iiretimi 962,000 ton’ dur. Ulkelerin kestane iiretiminde Cin ilk siray:
almakta, onu Giiney Kore, Italya, Tiirkiye, Bolivya ve Fransa izlemektedir (Soylu

2004).

Tirkiye’ de kestane Karadeniz, Marmara ve Ege bdlgelerinde iiretilmektedir ve bu
bolgelerde giin gectikge artan bir iiretim diisiikliigi goriilmektedir. Bunun en biiytik
sebebi tlilkemizde ilk kez 1967 yilinda Marmara bolgesinde kayda gegen Cryphonectria
parasitica (Murr.) Barr.” nin neden oldugu Kestane kanseri hastaligidir. Hastalik Bursa
ve Sakarya’ da Delen (1979), Coskun ve Kural (1994); Yalova’ da Yirektiirk (1996),
Delen (1979); Bolu, Sinop, Kastamonu, Zonguldak‘ da Delen (1979), Coskun ve Kural
(1994); Bartin’da Coskun ve Kural (1994); Balikesir, Canakkale, Izmir ve Manisa’ da
Demir ve Celiker (1994), Demir ve arkadaslart (1995) ve son olarak da kestane
yetistiriciliginde ilk siray1r alan Aydin ilinde Erincik vd. (2003) tarafindan tespit
edilmistir (Celiker 2000).

Kestane iiretiminin yapildigi diger bolgelerde oldugu gibi Karadeniz Bdélgesinde de
kestane agaclarinda bu hastaliktan dolayr kurumalar olduguna dair sikayetler
bulunmaktadir. Kestane kanserinin gittikce yayilmasi ve etmene karsi miicadelede
yetersiz ve basarisiz olunmasi nedeniyle gerek odunu gerekse meyvesinden yararlanarak

gecimini saglayan bir¢ok insan su anda zor durumdadir.

Bu nedenle son derece ciddi sorunlar yaratan bu hastaligin 6nlenmesinde cesitli
miicadele yontemleri denenmistir. Bunlardan biri karantinadir. Bu hastalik bir karantina
hastaligidir (Anonymous 2005). Karantina Onlemleri Diinya’da ve iilkemizde

uygulanmasina ragmen hastaligin yayilmasina engel olunamamastir.



Cryphonectria parasitica’ nin neden oldugu Kestane Kanseri hastaligi son yillarda
kestane agaglarinda ciddi boyutlarda zarara neden olmustur. Bu hastaligin iilkemizde
kestane yetisen her yerde bulundugu kayithdir. Miicadele yontemlerinden biri olan
kimyasal miicadele ¢alismalarinda bazi sistemik fungisitlerin kullanilmasi onerilmis,
ancak bu yontem uygulama zorluklari ve ekonomik olmamasi, ayni zamanda bu
fungisitlere kars1 olusabilecek dayaniklilik nedeniyle tercih edilememektedir (Delen
1979).

Hastaligin bir ¢ok yonii, 6zellikle diger savagim yontemleri diinyada genis kapsaml
arastirtlmis olup savasimda en fazla bagvurulan ve kullanilmaya baslanan yontem
hastalik etmeninin diisiik viriilensli (hipoviriilent) tiplerinin (strain) belirlenip bu
strainlerin uyumlu oldugu aktif kanserlere bulastirilmasi (inokiilasyon) dir. Bunun igin
bir bolgedeki kestane agaclarinin viriilent ve hipoviriilent strainlerinin uyum gruplari ile
birlikte tespiti ve aktif kanserli alanlara uyumlu hipoviriilent strainlerin uygulanmasi

gerekmektedir.

Diinyada Kestane Kanserine karst en ¢ok kullanilan miicadele yontemi biyolojik
miicadeledir. Biyolojik miicadele bir¢ok iilkede basari ile uygulanmakta ve hastaliga
karst en etkili yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu yontemde fungusun
hipoviriilent strainleri tedavi edici olarak kullanilmaktadir. Hipoviriilent strainlerin ve
uyum gruplarmin tespiti iizerine diinyada bir¢ok ¢aligma yapilmaktadir (Hillman et al.
1992, Allemann et al. 1999, Griffin 1999, Turchetti and Maresi 1999, Marra and
Milgroom 1999, Van Zyl et al. 1999, Peever et al. 2000, Liu et al. 2002, Hogan and
Griffin 2002a, Hogan and Griffin 2002b, Piagnani et al. 2002, Griffin et al. 2004,
Sotirovski et al. 2004a, Sotirovski et al. 2006b). Ulkemizde de hipoviriilent strainlerin
tespitine yonelik ¢esitli calismalar yapilmistir (Celiker 2000, Coskun et al. 1999,
Celiker 2000, Giirer et al. 2001). Ulkemizde genis bir kestane alaninin oldugu
Karadeniz Bolgesi’ nde Coskun et al. (1999) Giresun, Rize, Zonguldak, Kastamonu ve

Sinop, Giirer et al. (2001) Akcakoca ve Kesap’ tan izolatlar elde etmisler ve onlari



karakterize etmislerdir. Arastiricilar bu izolatlarin hipoviriilent strainlerini ve uyum
gruplarii belirlemisledir. Ancak elde ettikleri hipoviriilent strainleri bu alanlarda

hastaligin miicadelesi i¢in kullanmamaislardir.

Hipoviriilent strainlerin, biyolojik miicadelede kulanilmalarina ragmen dogada
yayilmalar1 ¢ok zaman almaktadir. Halbuki bulunabilecek bir antagonist bakteri veya
fungus dogada daha ¢abuk yayilabilecek ve hastaligi daha ¢abuk baskida tutabilecektir.
Bu calisma sonucunda arastirma bdlgesi i¢in orman ekosisteminde uygulanabilecek
sonuglar elde edilecektir. Elde edilecek antagonistlerin daha sonra tiretimi ve kullanimi

icin ortam hazirlanmig olacaktir.

Kestanelerde 6nemli zarara yol agan kanser hastaliginin 6nlenmesi bu iiriinden gegimini
saglayan iireticilere oldugu kadar orman ekosisteminin korunmasina da biiyiik katki
saglayacaktir. Bu konu tilkemizin diger bolgelerinde detayl arastirilirken Orta ve Dogu
Karadeniz Bolgelerinde detayli bir sekilde ele alinmamistir. Calisma bu bolgeyi de

kapsamaktadir.

Bu calismada s6z konusu bu bolgede genis bir alandan Ornekleme yapilarak
hipoviriilent izolatlarla birlikte patojen izolatlar da elde edilmis ve uyum gruplarini
belirlemek amaglanmis, bu bolgelerden antagonistik bakteri ve funguslar da izole

edilerek hastaliga kars1 etkileri arastirilmastir.

Kestane kanserine karsi fungal ve bakteriyel antagonistlerin etkileri tilkemizde ilk
olarak ele alinmustir. Etkili Bacillus tiirleri veya Antagonist funguslarin saptanmasiyla
hastalikla savasta ekolojik bir yaklagim, yani siireklilik saglanan bir miicadele

olusturmak amaglanmistir.



2. LITERATUR OZETI

Tiirkiye’de kestane ormanlarinin varligi konusunda hem fikir olunan bir kaynak
bulunmamaktadir. Ornegin Devlet Istatistik Arastirma Enstitiisii (DIE) kayitlarina gore
Karadeniz Bolgesinde en fazla kestane agacinin bulundugu ilin Sinop oldugu
anlasilmaktadir. Diger taraftan Bucak (2006), ‘Kestane (Castenea sativa Mill.)
Ormanlarinin  Tiirkiye’deki Dogal Yayilisi ve Bu Alanlart Koruma Onerileri’ adli
makalesinde Cevre ve Orman Bakanli§i’na bagli Orman Amenajman Heyet
Basmiihendisliklerince hazirlanan ve amenajman planlarindan yararlanarak elde ettigi
verilere gore Tiirkiye’ de 24 ilde 200.399,7 hektar kestane orman alani bulundugu
bildilmektedir. Yine bu verilere gore Karadeniz Bolgesinde saf kestane ormamn
alanlarinin dagiliminda ilk sirayr Giresun (5111 ha) almakta ve onu takiben Sinop
(2428 ha) ili gelmektedir. Kestane bu bdlgede karisik ormanlar seklinde de

bulunmaktadir ancak bu kisimlarda kestanenin orani tam olarak belirlenmis degildir.

Devlet Istatistik Enstitiisiiniin 1992-2000 yillar1 arasindaki kayitlari, Tiirkiye kestane
meyve iiretiminin 85.000 tondan 50.000 tona diistiiglinii géstermektedir. Meyve kaybi
diizenli olarak devam ettiginde yaklagik 17 yil sonra Tiirkiye’de kestane meyve iiretimi

gerceklesmeyebilecektir (Bucak 2006).

Soylu (2004)’ ya gore iilkemizde kestane agaclarimin sayisi hemen hemen sabit
kalmasina ragmen meyve iiretiminde azalma goriilmektedir. Bu azalmaya
Cryphonectria parasitica’ nin neden oldugu Kestane Kanseri hastaliginin sebep oldugu

belirtilmektedir.

Kestane Kanseri (Cryphonectria parasitica) iilkemizde 1967 yilindan bu yana tiim
kestane alanlarinda bulunmakta ve ciddi kurumalara neden olmaktadir (Heiniger and

Rigling 1994, Coskun et al. 1999, Giirer et al. 2001). Bu hastaligin kestanelere ciddi



sekilde zarar vermesi, gittikge yayillmasi ve etmene karst miicadelede yetersiz ve
basarisiz olunmasi nedeniyle gerek odunu gerekse meyvesinden yararlanarak gec¢imini

saglayan bir¢ok insan bu olumsuzluktan etkilenmektedir.

Kestane agaclarinda 6nemli derecede zarar yapan ve bir¢ok yerde kurumalara yol agan
Kestane Kanseri hastaligi Amerika’da 1904 yilinda Newyork’ da ve Avrupa’da ise ilk
Italya’da 1938 yilinda goriilmiistiir (Delen 1979, Heiniger and Rigling 1994). Bir
karantina hastaligi olmasina ragmen Onlemler hastalifin tiim Diinya’da yayilmasina

engel olamamistir (Anonymous 2005).

Kestane agacinda etmenin enfeksiyonu kabukta meydana gelen yaralanmalarla
baslamakta ve fungus kabuk altinda yelpaze seklinde miselyal gelisme gostermektedir.
Vaskiiler kambiyumun istilasi ile agaclar 6lmeye baslamaktadir. Dallar ve govdelerde
goriilen kanserler agaglarin Olmelerine sebep olmaktadir. Kanserlerin ylizeyinde
turuncu-sari renkli stromalar goriilmektedir. Stromalar iginde gémiik durumda iki yap1
bulunmaktadir: Seksiiel lireme yapisi perites ve asekstiel lireme yapilar1 piknidyumlar.
Periteslerde askosporlar ve piknitlerde ise konidiler (piknidiosporlar) olusturmaktadir.
Askosporlar ostiolden disar1 ¢ikmakta ve riizgarla yayilmaktadir. Askosporlarin disari
atitlmi 20-27 °C’ de ve yagmurdan sonra ilk bes saat boyunca meydana gelmektedir.
Askosporlar 100—150 m uzaga tasinabilmektedir. Kuvvetli riizgarlarla daha da uzaga
tasinabilmektedir. Diger taraftan konidiler ise yogun ve yapiskan bir ortii iginde
gomiilidiir ve genelde yagmur ile agactan asagi dogru yikanabilir ya da yagmurla
yakina sigratilmaktadir. Ayrica konidiler kuslar ve boceklerle de tasinabilmektedir. Ek
olarak, piknidium’ un stimiikiimsii (yapiskan) oOrtiisii, ayn1 anda ¢ok sayida sporlarin
tasinmasina yol acan boceklere, kuslara, yapigsmasini saglar. Beklenmedik bir sekilde,
konidiler bir dereceye kadar kurumaya dayaniklidir ve kuru toprakta 2-3 aya kadar
canliliklarin1 korudugu gosterilmistir. Bu iki tip spor da enfeksiyonu baslatabilmesine
ragmen askosporlar Cryphonectria parasitica’ nin yasam dongiistinde daha 6nemlidir

(Robbins 1997).



Hastalik girdigi tiim bolgedeki kestanelere ciddi boyutlarda zarar vermektedir. Ancak
daha sonra bazi yerlerde hastaligin viriilensinin azaldig1 ve agaclarda iyilesme oldugu
gozlemlenmistir. Bu da Cryphonectria parasitica’ nin hipoviriilent strainin dogadaki
varligina baglanmistir. Bu fungus birkag virlis tarafindan enfekte edilmekte ve
boylelikle fungusun enfeksiyon giiclinde azalma olmaktadir. Bu viriisler dsRNA
icermekte olup Cryphonectria Hypo Virus (CHV) 1.2.3 ve 4 olarak adlandirilmaktadir
(Heiniger and Rigling 1994, Perlerou and Diamandis 2006). Fungusun stoplasmasinda

bulunan bu viriislerin bulunmadig1 funguslara ancak uyumlu oldugu fungus hiflerinin

anastomosis’ i yoluyla bulasirlar (Anagnostakis and Day 1979, Jaynes and Elliston
1980b, Griffin et al 2004, Milgroom and Cortesi 2004, Perlerou and Diamandis
2006). DsRNA’ nin bulunmasi fungusta sporolasyonu azalttigi gibi sexuel

¢ogalmayi da engellemektedir. CHV—1 Avrupa’ da bu viriisler arasinda en genis bir

alana yayilan1 ve ¢ok bilinenidir. CHV-1" e Kuzey Amerika’da birka¢ alan disinda
rastlanmamistir. CHV-2 ve CHV-3’ ¢ Kuzey Amerika’da rastlanmistir. CHV-2 New
Jersey ve Cin’ de bir bolgede bulunmustur. CHV-3" e dogal olarak Michigan ve
Ontario da rastlanmis fakat Asya’da rastlanmamigtir. CHV—4 Kuzey Amerika’ nin batisi
Appalachian’ da genis bir alanda yayilis gostermektedir. CHV—4 genom yapisindan
dolay1 taksonomik olarak digerlerine benzemektedir. Fakat viriilensligi digerlerine gore
az ya da hi¢ goriilmemektedir (Heiniger and Rigling 1994, Peever et al. 2000,
Milgroom and Cortesi 2004). Bu viriisler ¢cogunlukla konidi ve misellerle, nadiren de

askosporlarla taginmaktadir (Milgroom 1995).

Hipoviriilent C. parastica ile enfeksiyonlu kestane agaglarinda yeni kallus dokusu
gelistigi icin kanserlerin etkinligi azalmakta ve agaclar iyilesmektedirler. Bdoyle
kanserler hafif siskin goriinlimliidiir. Bu nedenle onlara iyilesen kanserler denir ve
bunlar agaca az ya da hi¢ zarar vermemektedir (Milgroom and Cortesi 2004). Bazi
kanserler ¢ok uzundur ve kabuk hafif bir sekilde catlak ve renk koyudur. Fungus

miselyumunun en dis kabuk tabakasi ile simirlandirilmas: ile yiizeysel (iyilesen)



kanserler olusmaktadir. Bu strainlerde, pigmentasyon ve sporulasyon patojenin normal
izolatlarindan daha azdir. Bu izolatlar Patates dekstroz agar (PDA) besi ortaminda beyaz
renkli gelisim gostermektedir. Bunlar kestane agaglarina inokule edildigi zaman C.
parasitica viriilensliginin azaldig1 goriilmektedir. Hipoviriilent izolatlarla normal

izolatlar beraber inokiile edildigi zaman kanserlerde iyilesme gozlenmektedir.

Hipoviriilent strainler hifsel anastomisis yoluyla dsSRNA’ y1 viriilent izolatlara transfer
ederek viriilent strainleri hipoviriilent hale c¢evirebilir. Bunun igin strainlerin vejetatif
olarak uyumlu olmalar1 gerekir. Hipoviriilenslik hipoviriilent izolatlarin konidileri ile
cevreye yayllmaktadir. Bu da hipoviriilentlerle biyolojik miicadelenin temelini
olusturmaktadir. C. parasitica’ nin hipoviriilent tasinmasinda vejetatif uyum sinirlayici
olarak hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarinda goriilmektedir. Strainler uyumsuz
oldugu zaman anastomosis ger¢ceklesmemekte ve hipoviriis tasinamamaktadir (Heiniger

and Ringling 1994, Macdonald and Double 2006).

Kuzey Amerika’da uyum grubu c¢esitliliginin yiiksek olmasi hipoviriilensligin
yayilmasini yavaslatmaktadir. Ornegin Conneticut’ ta 67 Vejetatif Uyum (VC) grubu
tespit edilmistir. Kiiciik kestane alanlarinda ¢ok fazla uyum grubu ¢esitliligi biyolojik
miicadelenin basarisini olumsuz etkilemektedir. VC uyum gruplari Avrupa iilkelerinde
ise siurhidir. Farkli VC genotipi seksiiel rekombinasyonu uyum grubu ¢esitliliginin
nedenidir. Kestane alanlarinda seksiiel tireme goriiliirse VC uyum grubu cesitliligi
goriilebilir (Heiniger and Rigling 1994). Avrupa’ da C. parasitica’ nin 64 uyum grubu
belirlenmis ve bunlar Eu-1, Eu-2,... olarak adlandirilmistir. Eu—12 italya, Yunanistan
ve Dogu Avrupa’da yaygindir. Eu-1, Eu—2, Eu-5 ise Kuzey Italya, Giiney Fransa, Bat1
Ispanya ve Isvicre’ de yaygm olarak goriilmektedir (Anagnostakis and Day 1979,
Anagnostakis and Waggoner 1981, Anagnostakis et al. 1986).

Vejetatif uyumsuzluk, diger taraftan hipoviriilensligin dagilmasinda her zaman bir ana

engel degildir. Ornegin, iki ayr1 ¢alismanin sonuglarindan bazen uyumsuz strainler



(farkli VC gruplarina mensup) arasindaki eslestirmelerin hipovirulenslige doniisiim
sagladig gosterilmistir (Robbins 1997). Kuhlman ve Bhattacharyya (1984) bu olusumu
dogrulamistir. Her biri farkli VC grubundan olan 118 viriilent izolatin % 95° 1 27
hipoviriilent izolatla eglestirme ile donilisim gostermislerdir. Anagnostakis de bazi
uyumsuz C. parasitica streynlerinin zayif baraj zonlar1 olusturdugunu ve bu zayif baraj
zonu olusturan streynlerin ¢ogundan hipoviriilent fenotipin aktarildigini gostermistir.
Ancak, ormanda bu doniisiim kolay olmamaktadir. Kuhlman ve Bhattacharyya,
Appalachian’ lar da Amerikan kestanelerinde kanserlerden C. parasitica izolatlar
toplamuglardir. izolatlar bu alandan elde edilen hipoviriilent strainlerin déniistiirme
kapasiteleri yoniinden test edilmisler ve doniisiime hassasiyetin yaygin oldugu
bulmustur. Ancak, hipoviriilent izolatlar (anormal morfolojilerine gore belirlenenler)
orneklenen 41 kanserin sadece 4’ iinde bulunmustur. Bu nedenle bu arastiricilar vejetatif
uyumsuzluktan ziyade bagka bir faktoriin hipoviriilent fenotipin dagilimini sinirladigini
one siirmiislerdir. Ek olarak, Bissegger et al. (1997) Isvigre’ de (burada ABD’ ne
nazaran ¢ok az VC grubu vardir) hipoviriilensin dagilmasinda vejetatif uyumsuzlugun

temel engel olmadigini iddia etmislerdir (Robbins 1997).

Diinyada kestane kanserine karsi en ¢ok kullanilan miicadele yontemi biyolojik
miicadeledir. Biyolojik miicadele Diinya’ da bir¢ok iilkede basar1 ile uygulanmakta ve
hastaliga kars1 en etkili yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu yontemde fungusun
hipoviriilent strainleri tedavi edici olarak kullanilmaktadir. Hipoviriilent strainlerin ve
uyum gruplarinin tespiti lizerine diinyada bir¢ok calisma yapilmaktadir (Jaynes and
Elliston 1980b, Anagnostakis 1990, Turchetti and Maresi 1991, Hillman et al. 1992,
Maresi et al. 1995, Allemann et al. 1999, Griffin 1999, Marra and Milgroom 1999,
Turchetti and Maresi 1999, Van Zyl et al. 1999, Peever et al. 2000, Robin et al. 2000,
Piagnani et al. 2002, Hogan and Griffin 2002a, Hogan and Griffin 2002b, Liu et al.
2002, Griffin et al. 2004, Sotirovski et al. 2004a, Sotirovski et al. 2006b).

Hipoviriilensligin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan ydntemlerden birisi fungusun

kiiltiirel ozelliklerine bakilarak belirlemedir. Kiiltiirlerde agik renkli miselyal koloni



olusturan ¢ok az konidi meydana getiren gelismelerin hipoviriilent strain oldugu bir¢cok
kaynakta belirtilmektedir (Van Alfen et al. 1978, Anagnostakis and Day 1979, Heiniger
and Rigling 1994, Bissegger 1997, Milgroom and Cortesi 2004). Ancak fenotipik
Ozelliklerine bakilarak izolatlarin viriilenslerini belirlenmesinin her zaman pratik
olmadigi, normal goriiniislii kiiltiirlerin de hipoviriilent olabilecegi, bu nedenle
hipoviriilenslige yol acan dsRNA’nin her zaman anormal goriiniigli kiiltlir
olusturmayacagi belirtilmistir (Fulbright 1984, Chung ef al. 1994). Bu da turuncu renkte
gelisen kiiltiirlerin i¢cinde de hipoviriilentlerin bulunabilecegini gostermektedir. Renksiz
gelisen kiiltiirlerde bu degisimin viriislerin enfeksiyonu sonucu olustugu bir¢ok
arastirici tarafindan ileri sliriilmiistiir. Sonugta hipoviriilensligi bir viriis olusturduguna
gore turuncu renkli gelisen izolatlarda da diisiik oranlarda virlis enfeksiyonu olabilir.
Nitekim Van Alfen et al. (1978)’ de Bonifacio ve Turchetti’nin kiiltiirde turuncu renkte
gelisim gosteren Italyan- hipoviriilent izolat bulduklarmi bildirmistir. Ancak arastiricilar
labaratuar kosullarinda gelistirilen ve beyaz renk olusturan kiiltiirlerin ¢ogunlukla
hipoviriilent strainler oldugu goriisiindedirler. Fakat inkiibasyon kosullar1 degistigi
zaman, 0rnegin kuvvetli giin 15181 veya yakin ultraviyole 151k altinda inkiibasyona alinan
kiiltiirlerde hipoviriilent izolatlar bu 6zelligini kaybedebilir ve koyu renkli gelisme
gosterebilir. Hipoviriilensin, fungus cycloheximide igeren ortamlarda gelistirildiginde
kayboldugu, yine hipoviriilent izolatlarin tek spor kiiltiirlerinin bazilarinin dsRNA
icermedigi dolayisiyla viriilent izolatlar gibi renk olusturdugu ve patojen oldugu
saptanmistir (Fulbright 1984). Van Alfen et al. (1978) diger yandan ultraviyole 1s18a

maruz birakilan izolatlarin hipoviriilent 6zelligini kaybettigini belirlemislerdir.

Hipoviriilensligin belirlenmesinde diger bir yontemde kesik kestane dallarina izolatlarin
inokulasyonu ve olusan kabuk nekrozlarinin 6l¢iilmesidir (Fulbright 1984, Lee et al.

1992). Ancak bu yontemin kullanimina literatiirde ¢ok rastlanmamaktadir.

Hipoviriilensligin belirlenmesinde bagvurulan diger bir yontem ise elma testidir. Kolay
oldugu icin basvurulan bu testte izolatlar Golden elma c¢esidinde acgilan cgukurlarin
0,5 cm derinligine yerlestirilmekte ve karanlikta 15 giin sonra olusan nekrozlarin
Olclimiine  bagvurulmaktadir. Elma testinde izolatlarin hipoviriilensi, nekroz

alanlarindaki farkliligin istatistiki olarak belirlenmesine dayanmaktadir (Fulbright
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1984). Ancak Chung et al. (1994) kiiltiirlerde beyaz gelisen ve dsRNA igeren bir
hipoviriilent izolatin elmalarda biiyilkk nekroz olusturdugunu saptamislardir.
Cryphonectria parasitica’ mnin viriilensinin belirlenmesinde en c¢ok bagvurulan
yontemlerden birisi Phenol oxidase enzim aktivitesi veya kisa adiyla Bavendamm Testi’
dir. Bu testte tannik asit iceren 6zel bir ortamda fungusun izolatlarinin gelisme rengine
gore viriilensligi belirlenmektedir. Bu ortamda koyu renkli gelisen izolatlarin viriilent
acik renkli gelisenlerin hipoviriilent olduklar1 vurgulanmaktadir (Rigling et al. 1989).
Bu ortamda ara renk tonlarinda gelisen izolatlarin her iki gruba girebilecegi degisik

kaynaklarda ifade edilmistir (Coskun et al. 1999, Giirer et al. 2001).

Hipovirtlentlerle biyolojik micadele calismasi Fransa’da 20 ha alanda 200
kansere inokule edilerek uygulanmis ve dort yil sonra kanserlerde iyilesmeler
gérilmustir. italya’da ayni sekilde yapilan calismada da 233 aktif kansere

uygulanan hipovirtlent izolatlar basarili sonuglar vermistir (Heiniger and Rigling

1994).

Ulkemizde de hipoviriilent strainlerin ve uyum gruplarmin tespitine yonelik gesitli

calismalar yapilmistir (Celiker 2000, Coskun et al. 1999). Uyum gruplari virislerin
tasinabilmesi ve uygulamalarin basarisi igin gok énemlidir. Coskun ef a/. (1999)
ile Gurer ef al. (2001) yaptigi calismalarda Marmara ve Ege bdlgelerinden

kestane alanlarindan hipovirtlent izolatlar elde etmislerdir. Ancak arastiricilarin

bulduklar1 hipoviriilent strainler saklanmadig1 i¢in bu izolatlar kullanilamamaktadir, bu

da bu konudaki ¢alismalarin devamliligini engellemistir.
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Celiker (2000), Ege ve Marmara bolgelerinden 310 C. parasitica izolati elde etmis ve
hipoviriilent oldugundan siiphe ettikleri izolatlarin yurt disinda dsRNA analizlerini
yaptirmistir. Gonderilen hipoviriilent oldugundan siiphe edilen 14 tane streynin (bunlar
Izmit yoresinden elde edilen izolatlar) 7 tanesinde ds-RNA bulundugu bildirilmistir.
Aragstirict elde edilen 310 turuncu izolatta iki uyum grubu olustugunu belirlemis ve
bunlarin Avrupa Eu-1 ve Eu-12 uyum gruplarina girdigini saptamistir. Celiker,
Odemis-Bozdag’ da hipoviriilent strain uygulamasmi yapmis ve basarili sonuglar

almstir.

Ayrica saglam kestane dallarinin ksilem 6zsuyundan elde edilen Bacillus subtilis ve
Amerika’ da alt1 bitki ortiisii ile kapli olmayan kestaneliklerde kabuklardan elde edilen
Bacillus megatarium’ un hastalikli agaclardaki kanserlere uygulanmasiyla kanserlerin
tyilestigi saptanmistir (Wilhelm et al. 1998, Groome et al. 2001). Wilhelm ef al. (1998)
endofitik Bacillus subtilis’ in kestane kanserine karsi sistemik kazanilmig dayaniklilik
saglayabilecegi ve bunun konuk¢unun dayaniklilikla ilgili PR-proteinlerinin iiretimini

artirarak gerceklestirdigini ileri stirmstir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3. 1. 1 izolatlarin Elde Edilmesi

1. Hastalikh ve saghklh bitki orneklerinin toplanmasi

Karadeniz Bolgesinde kestane agaclarinin yogun oldugu illerden yaklasik 4.000 agac
icin bir adet olmak iizere bitki 6rnegi alinmasi planlanmistir. Kestane agaglarindaki dal
ve govdelerdeki iyilesen ve aktif kanserler tespit edilmistir. Ornekler aktif kanserlerde
kanser ucundan, iyilesen kanserlerde ise kanserin alt, {ist ve ortasindan olmak {izere
3- 5 cm’ lik kabuk pargalari halinde alinmistir. Calismada Bacillus izolasyonu igin
hastalikli dallarin yan1 sira saglikli dallardan da 3—5 cm’lik kabuk 6rnekler alinmistir.

Ornekleme yapilan iller ve alinan drnek sayis1 Cizelge 3.1° de verilmistir.
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Cizelge 3.1 Karadeniz bolgesinde ornek alinan iller, aga¢ sayilari* ve alinan o6rnek

Mler Agag sayilar* Planlanan 6rnek sayist | Alinan 6rnek sayisi

Sinop 261,100 65 74
Kastamonu 181,306 45 59
Bartin 100,085 25 30
Giresun 64,300 20 28
Zonguldak 57,568 15 19
Ordu 42,870 12 16
Rize 41,480 8 14
Diizce 34,400 8 10
Samsun 26,470 6 12
Artvin 10,605 2 11
Trabzon 5,240 1 20
Toplam 825,424 207 294

* Devlet Istatistik Enstitiisii 2005 yil1 kayitlar

2. Antagonistlerin elde edilmesi

Calismada izolasyonlar sonucu C. parasitica ile birlikte kiiltiirlerde gelisen ve fungusun

gelisimini engelledigi gozlemlenen Penicillium ve Trichoderma izolatlar izolasyon

ortamlarindan ayrilarak saflastirilmistir.

Dallardan antagonist Bacillus tiirleri hastalikli ve saglam kestane kabuk parcalarinin

95 °C’ de 5 dakika kaynatildiktan sonra PDA besi yerine ¢izimleri yapilarak eldesine

calisilmis (Sneath 1986, Wilhelm et al.

1998), ancak bu yolla Bacillus elde

edilememistir. Bunun {izerine bitki Ortlisii bulunmayan yerlerdeki kestane agaci

altindaki Diizce, Sinop ve Giresun topraklarindan ayni yontemle (Sneath 1986) Bacillus

izolatlar1 elde edilmistir.
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Kesik dal patojenisite ¢aligmalari esnasinda dallarda rastlanan bakteriyal gelismelerden
de izolasyonlar yapilmigtir. FElde edilen tim Bacillus’ lar ve antagonist funguslar

saklanmaktadir.

3.2 Yontem

3.2.1 izolasyon

Laboratuara getirilen ornekler stereo mikroskop altinda incelenmis ve kanserli alanlarin
alt, iist ve ortasindan olmak iizere 1-2 cm’ lik parcalar halinde hastalikli kabuk parcalari
kesilip once %1’ lik sodyum hipoklorit i¢inde 3 dk tutulmus, daha sonra steril saf suda
yikanip steril kurutma kagidinda kurutulmustur. Bu pargalardan alinan 2-3 mm
bliylikliiglinde pargalar methionin ve biotin eklenmis Patates Dekstroz Agar (PDAmb)
(40g/L PDA (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA), methionin 100mg/L, biotin
Img/L., ve ayricalL PDA icin % 20’ lik Laktik asitten 1,25 ml) besi ortami iceren
petrilere yerlestirilerek ve 24-25 °C sicaklikta 7 giin inkiibasyona birakilmistir. Gelisen
funguslarin misel uglarindan stereomikroskop altinda c¢ok kiigiik parcalar alinarak
fungusun tek spor izolatlar1 elde edilmistir. izolatlar PDA igeren tiiplerde + 4 °C’ de
buzdolabinda ve cryotiiplerde -80 °C’ de saklanmustir.

3.2.2 Viriilent ve hipoviriilent izolatlarin belirlenmesi

Kestane kanseri etmeni Cryphonectria parasitica’ min dogadaki viriilensi ¢ok degisiklik
gostermektedir. Burada en etkili rol bu fungusu enfekte eden viriislerin (mycoviriisler
CHV1, CHV2, CHV3, CHV4) varligidir. Bu degisikligin, yani viriilent ve diisiik
virlilensli izolatlarin varliginin, bilinmesi iki agidan oOnemlidir. Diisiik viriilensli
izolatlardan hastalikla miicadelede (hastaligin siddetinin azaltilmasinda) yararlanilirken

viriillent izolatlardan da dayanikliligin belirlenmesi, hipoviriilenslik disinda diger
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etkenlerin ~ kullanimiyla  biyolojik  savas  etkinliklerinin  belirlenmesinde
yararlanilmaktadir. Bu agidan izolatlarin viriilensleri degisik yontemlerle belirlenmeye

calisilmistir. Bu yontemler asagida basliklar halinde sunulmustur.

3.2.2.1 Kiiltiirel ozelliklerine bakilarak

Elde edilen Cryphonectria parasitica tek spor izolatlar1 kiiltiirel karekterlerini
belirlemek icin tiim izolatlar PDAmb ortaminda kiiltiire alinmistir. Petriler 7 giin
25 °C’ de karanlikta, daha sonra laboratuarda tezgah iizerinde giin 1518inda 5 giin
tutulmustur. Bu kosullar altinda virtilent olan izolatlar turuncu gelisirken bol konidi
olusturmus, hipoviriilent izolatlar beyaz renkte gelisirken ¢ok az konidi olusturmuslardir

(Bissegger et al. 1997). Boylece beyaz ve turuncu olarak izolatlar gruplandirilmistir.

3.2.2.2 Elma testi

Bu yeni yontem Fulbright (1984)’ den modifiye edilerek uygulanmistir. Bu yontemde
Golden c¢esidi elmalar alkole bandirilmis pamuklarla silinmistir. Her elmanin yarasiz
saglam bir ylizeyinden 5 mm’ lik cork borer ile 0,5 cm derinliginde diskler ¢ikarilmistir.
PDAmb’ de 7 giin karanlikta gelistirilen C. parasitica izolatlarindan alinan 5 mm ¢aplh
diskler miselli yiizli elma i¢ine gelecek sekilde yerlestirilmislerdir. Daha sonra elmalar
stre¢ film ile sarilmistir. Elmalar posetlere ayr1 ayri konulmus ve karanlikta 15 giin

23-24 °C’ de tutulmustur. Deneme 4 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir.

Elma testinde inokulasyondan 15 giin sonra elmalarda olusan nekrozlarin iki yonlii
caplar1 Olgiilerek alanlar1 hesaplanmistir (Sekil 3.1). izolatlarin farkliliklar1 varyans

analizi yapilarak Duncan testi ile belirlenmistir.
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Sekil 3.1 Elma testinde farkli izolatlarin olusturdugu nekrozlar. Sagda kontrol olarak
kullanilan elma goriilmektedir

3.2.2.3 Kesik dala inokiilasyon

Izolatlarin viriilenslerini belirlemek icin, yaklasik 2,5-3 cm ¢apli, hastaliksiz goriinen,
dip siirgiinleri toplanmis ve ug¢ kisimlar1 parafilmle kapatilarak labaratuara getirilmistir.
Kesik dal inokiilasyonlarinda Fulbright ef al (1984) yontemi degistirilerek
kullanilmistir. Bu yontemde dallar 12—15 cm uzunlukta parcalara ayrilmis ve yiizeyleri
% 2’ lik NaOCI’ de 5 dakika dezenfekte edilmis, kurutma kagitlarinda kurutulmustur.
Bu dal parcalarinin birer yerinde cork borer (mantar delici) ile 5 mm’ lik diskler halinde
kabuk pargalar1 ¢ikarilmis ve yerine C. parasitica’ nin karanlikta gelistirilen 7 giinliik
kiiltiir diskleri yerlestirilerek ¢ikarilan kabuk parcalari ile kapatilmistir. Daha sonra
dallarin inokiilasyon noktalar1 ve uglari1 parafilmle kapatilarak dip kisimlart steril nemli
perlite 5 cm derinliginde dik bir sekilde yerlestirilmistir. Dallar kurumamalar i¢in 5
hafta siireyle bir rutubet ¢cemberinde karanlikta tutulmuslardir. Bu siire sonunda dallarin
inokulasyon noktalarinda olusan nekrozlar seffaf bir kagit {izerine kopyalanmis ve
nekroz alanlar bir planimetre ile ol¢lilmiistiir. Her bir izolat i¢in 4 kesik dala rasgele

secilen 69 izolatin inokulasyonu yapilmistir. Kontrol olarak italya’ dan temin edilen
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hipoviriilent izolatlar kullanilmistir. Izolatlarin viriilens farkliliklar1 tesadaiif parselleri

deneme desenine gore varyans analizi yapilarak Duncan testi ile belirlenmistir.

3.2.2.4 Fenol oksidaze enzim aktivitesi (Bavendamm Test)

Bu test Rigling et al. (1989)’ nin yontemine gore yapilmistir. Bunun i¢in Bavendamm
ortami (5g/L Tannic asit (Fluka), 15g/L. Malt ekstract (Difco), 20g/L Bacto agar)
hazirlanmigtir. Once malt extract agar hazirlanmis ve pH> s1 1M NaOH ile 4,5’ a
ayarlanmistir. Ayri bir kapta tannik asit ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunlar ayr1 ayr1 otoklav
edilmis ve petri kaplarina dokiilmeden once karistirilmistir. PDAmb’ de gelistirilen
fungus izolatlarindan alinan 5 mm capli diskler bu ortama aktarilmis ve 20 °C karanlikta
inkiibasyona birakilmistir. Dort giin sonra ortamda kuvvetli renk reaksiyonu gosterenler
virlilent, zayif bir renk reaksiyonu veya hi¢ reaksiyon olusturmayanlar hipoviriilent

strainler olarak degerlendirilmistir.

3.2.3 Vejetatif uyumun (VC) saptanmasi

Vejetatif uyum gruplarinin belirlenmesi Bissegger et al. (1997)’ a gore yapilmistir. Bu
yontemde PDAmb ortaminda 5 giin karanlikta gelistirilen izolatlar 7 giin laboratuar
ortaminda tutularak sporulasyon saglanmistir. Daha sonra 9 cm’ lik PDAmb igeren
petriler 6 esit boliime ayrilmis ve her bolimde izolatlarla Avrupa uyum gruplarindan
birisi (Eu—1, Eu—12, Eu—6, Eu-14, Eu-5, Eu-2) eslestirilmistir. Bu amagcla as1 ignesi ile
izolatlarin sporlarindan bir miktar alinmis ve 2 mm araliklarla yerlestirilmistir. Bu
eslestirilmis kiiltiirler 25 °C” de 5 giin karanlikta ve 7 giin de giin 1s181nda tutulmus ve
izolatlarin eslestirmelerle baraj zonlarinin olusup olusmadigina bakilmistir. Literatiirlere
gbre uyumsuz izolatlar arasinda baraj zonlar1 olusmakta ve bu zonlarda spor olusumu
seklinde goriilmektedir. Eger iki izolat uyumlu ise herhangi bir piknit olusumu
gorilmemekte ve herhangi bir baraj olugmamakta, izolatlar hifsel anastomisisle

birlesmektedir. Calisma 2 tekerriirlii olarak yapilmistir.
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3.2.4 Biyolojik savasim ¢calismalari

3.2.4.1 Hipoviriilent izolatlarin viriilent izolatlara etkinliginin in vitro’ da

belirlenmesi

Hipoviriilent oldugu diisiiniilen izolatlar ayn1 uyum gruplarina giren viriilent izolatlar ile
eslestirildiginde beyaz izolatlarin turuncu izolatlar1 beyaz renge doniistiirdigi
gorilmiistiir. Ancak uyum grubu farkli izolatlarla eslestirildiginde baraj zonu olustugu

ve izolatlarda renk degisimi olmadig1 gozlemlenmistir.

3.2.4.2 Hipoviriilent izolatlarin etkinliginin fidanlarda belirlenmesi

Hipoviriilent izolatlarin etkinligi 3—4 yasli kestane fidanlarinda arastirilmistir. Bu
amagcla kestane fidanlarinin govdelerinde cork borer ile 5 mm capta kabuk derinliginde
cukurlar agilmis ve bu ¢ukurlara asagida plani verilen sekilde (Cizelge 3.2) viriilent
(K-19 ve K—44 nolu izolatlar) ve hipoviriilent (viriilent izolatlarla uyumlu Eu—1 uyum
grubundan) izolatlar yerlestirilmis, kabuklar iizerine kapatilmis ve 1slak pamukla
inokulasyon noktalar1 kapatilmistir. Pamugun rutubeti kagmamasi i¢in iizeri streg filmle

kapatilmistir. Deneme 4 tekerriirlii olarak 18.04.2008 tarihinde kurulmustur.

Cizelge 3. 2 Hipoviriilent izolatlarin viriilent izolatlara karsi etkinliginin belirlenmesi
icin kurulan denemenin plan

Viriilent kontrol | Hipoviriilent kontrol Viriilent izolatlarla asilanan
izolatlar1 izolatlar1 hipoviriilent izolatlar
K-19 7-1 K-19 +7-1 K—44+7-1
K44 Ba—6 K-19+Ba—6 K—44+Ba-6
K—49 K-19+ K49 | K-44+K-49
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Hipoviriilent izolatlarin etkinligi inokulasyondan 21 giin sonra 7 giin araliklarla 50 giin
boyunca lezyon boylarmin olgiilmesi ve viriilent kontrollerle mukayese edilerek %

engelleme olarak belirlenmistir.

3.2.5 Antagonistlerin etkinliginin belirlenmesi

3.2.5.1 Antagonistlerin etkinliginin fidanlarda belirlenmesi

Antagonistlerin etkinligi c¢aligmalar1 hipoviriilent izolatlarin etkinligi boéliimiinde
verildigi gibi yiirttiilmistiir. Trichoderma spp. ve Penicillium spp. kiiltiirlerinden alinan
diskler ve antagonist bakteri izolatlarindan hazirlanan yogun bakteri siispansiyonundan
10 pl fidanlara agilan ¢ukurlara 6nce konmus ve sonra patojen diski yerlestirilmistir.
Burada hipoviriilent izolatlar yerine antagonist fungus ve bakteri izolatlar
kullanilmistir. Patojen izolatlardan sadece K—19 izolatina yer verilmistir. Bu ¢alismada
kullanilan 4 Penicillium spp., 5 Trichoderma spp. 4 Bacillus spp. izolatlarinin deneme
plan1 Cizelge 3.3’ de sunulmaktadir. Degerlendirmeler yine ayni boliimde verildigi gibi

yapilmustir.

Cizelge 3. 3 C. parasitica’ya kars1 kullanilan antagonist fungus ve Bacillus’ larin
deneme plani

Cryphonectria parasitica’ ya karsi kullanilan antagonist fungus ve Bacillus’lar

1.Deneme (Tarih: 01.08.2007) 2. Deneme (Tarih:18.04.2008)

C. parasitica (K-19) + Trichoderma (T-25)

C. parasitica (K—19) + Trichoderma (T-2)

C. parasitica (K-19) + Trichoderma (T -35)

C. parasitica (K—19) + Trichoderma (T-d)

C. parasitica (K-19) + Trichoderma (T-28)

C. parasitica (K—19) + Penicillium (P-3)

C. parasitica (K-19) + Penicillium (P—15)

C. parasitica (K—19) + Penicillium (P-26)

C. parasitica (K-19) + Penicillium (P—4)

C. parasitica (K—19) + Bacillus sp. (Bb-2)

C. parasitica (K—19) + Bacillus sp. (Bd—1)

C. parasitica (K-19) + Bacillus sp. (Bz—1)

C. parasitica (K-19) + Bacillus sp. (Bs—1)
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Bu c¢alismada denemeler 01.08.2007 ve 18.04.2008 tarihlerinde olmak ftizere iki farkli
zamanda 4 tekerriirlii olarak kurulmustur. Antagonistlerin etkinligi inokulsyondan 28
giin sonra 15 giin ayla 3 kez lezon boylarinin 6lgiimesi ve kontrollerle karsilastirilarak

% engelleme olarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Karadeniz Bolgesinde Kestane Kanserinin Durumu

Karadeniz Bolgesinde Kestane Kanserinin durumu 11 ilde yiiriitiilen ¢alismayla ortaya
konmustur. Incelenen alanlarda, kestane agaglarinin genelde hem karisik hem de saf
ormanlar olusturdugu gozlenmistir. Bu bolgede tiim kestane agaclarinda, hatta geng
fidanlarda ve yeni siirglinlerde hastalik goriilmiistiir. Hastalik alana yayilmis ve ciddi
boyutta zarar meydana getirmistir. Ancak bazi alanlarda iyilesen agaclar goze ¢arpmistir
(Sekil 4.1). Ornekleme yapilan illerden Zonguldak ili ve civarindaki bazi calisma
alanlarimizda (Soganli bolgesi gibi) kestane agaclarinda ciddi boyutta iyilesmeler
gorilmiistiir. Ancak bunun yani sira ayni ilin Eregli il¢esinde adini kestaneden alan bir
mahalledeki tiim kestanelerin tamamen kurudugu goriilmiistiir (Sekil 4. 2). Bolgenin en
cok kestane agacina ve kestane iiretimine sahip olan Sinop ilinde ise hastalik yine tiim
alana yayilmistir. Kestane agac¢larinin bu hastaliga kars1 gosterdigi tiim hayatta kalma
cabasina ragmen agaglarin meyve veriminin ¢ok azaldigi, bu nedenle orman kdylerinde
gecimini kestaneden saglayan koyliilerin bolgeden goclerinin s6z konusu oldugu Orman

Bolge Isletme Miidiirliikleri tarafindan dile getirilmistir.

Genel olarak degerlendirildigi zaman bolgede Kestane Kanserinin goriilmedigi alan
hemen hemen hi¢ kalmamistir ve hastalik hizla yayilmaktadir. Kestane alanlarinin ¢cogu,

kuru veya kurumaya yiiz tutmus aga¢lardan olugsmaktadir.
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Sekil 4.2 Zonguldak/Eregli Kestaneci mahallesinde Kestane Kanserinin o6ldiirdiigi
agaclar
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Ornekleme yapilan alanlardan Bartin, Giresun, Artvin illerinde fungusun perfect
donemine rastlanmistir (Sekil 4.3). Bu fungusun perfect doneminin bulundugu yerlerde
hipoviriilensin yaygin olmamast beklenir. Ciinkii hipoviriilense yol agan viriis
(dsRNA)’iin bu fungusun eseyli ¢ogalmasini da tamamen engelledigi bildirilmektedir
(Milgroom and Cortesi 2004). Bu agidan Karadeniz bolgesinden elde edilen izolatlarin

cinsel uyum gruplarinin da belirlenmesi gerekmektedir.

Delen (1979) Marmara bolgesinde C. parasitica’ nin perfect donemine rastladigini
bildirmistir. Ancak daha sonra ¢esitli bolgelerde yapilan aragtirmalarda etmenin bu

dénemi rapor edilmemistir (Coskun et al. 1999, Giirer et al. 2001).

Sekil 4.3 Cryphonectria parasitica nin perites (solda), ascus ve askosporlari (sagda)

23



4.2 Karadeniz Bolgesi Hastalik Orneklemeleri ve Elde Edilen izolatlar

Karadeniz bolgesindeki 11 ilden materyal yotmde belirtildigi {lizere toplanmasi
planlanan 6rnek sayisi 207 yerine imkanlar 6lgiisiinde daha fazla 6rnek alinmustir. izolat
saglig acisindan 6rnek sayisini ¢ok tutmanin daha iyi olacag diisiiniilerek 294 6rnekten
294 tek spor Cryphonectria parasitica izolat1 elde edilmistir (Cizelge 4.1). Daha 6nce
bu bolgeden Coskun et al. (1999) (Giresun (8 izolat), Rize (6 izolat), Zonguldak (36
izolat), Kastamonu (24 izolat) ve Sinop (16 izolat), Giirer et al. (2001) (Akcakoca
(1 1izolat) ve Kesap (1 izolat)) C. parasitica izolatlar1 elde etmisler ve bunlar
hipoviriilentlik acisindan karakterize etmislerdir. Glirer et al. (2001) daha ¢ok Marmara
bolgesini ele alan ¢alismalarinda iyilesen ve intermediate kanserleri gozlemlemisler ve
hastaligin bu bolgede duraklamasini buna baglamislardir. Ayrica bu arastiricilar
hipoviriilent izolatlarin kestane siirgiinlerine asilanmasi ile iyilesen tipte kanserlerin
olustugunu rapor etmislerdir. Hipoviriilent izolatlarin inokulasyondan sonra olusturdugu
kanserlerin boyutlarinin da ¢ok degistigini saptamislardir. Oldukg¢a fazla sayida elde

edilen bu hipoviriilent izolatlarin higbirisi bugiine kadar saklanmamustir.
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Cizelge 4.1 Ornekleme yapilan alanlar ve elde edilen izolatlar

Ornek

alinan iller

Ornekleme yapilan alanlar

Elde edilen

izolat sayisi

Artvin Hopa- Cavuslu koyii 3
Arhavi-Balikl1 koyt 2
Borg¢ka 6
Bartin Kurucasile —Ilyas gecidi kdyii ve Yeni kdy 18
Amasra-Top deresi 2
Bartin Merkez-Ugurlar 1
Bartin-Amasra yolu 5
Bartin-Kurucasile yolu 4
Diizce Yigilca-Kirik koy 7
Akgakoca-Diizce yolu {izeri 3
Giresun Bulancak- Kiictiklii koyt 3
Gorele Haydarli kdyii 2
Espiye-Kasdibi koyt 10
Giresun-Merkez-Kayadibi koyii 10
Giresun-Dereli yolu iizeri 2
Kesap-Karabulduk kdyii 1
Kastamonu | Catalzeytin-Samancik koyii 14
Inebolu —~Gemiciler kdyii 16
Doganyurt-Giizalan koyii 16
Cide 13
Ordu Persembe-Cinarcik mh. 9
Merkez-Saraycik koyii 5
Fatsa 2
Rize Cayeli; Yamag Kdoyii-Sefali Koyii-Kestanelik Koyt 7
Ardesen-Yurtsever Koyii-Ayder Yaylasi yolu iizeri 7
Samsun Salipazari-Diizkdy mh., Mumlu mh., Alan koyii 11
Terme 1

25




Cizelge 4.1 Ornekleme yapilan alanlar ve elde edilen izolatlar (devami)

Ornek Ornekleme yapilan alanlar Elde edilen
alinan iller izolat sayisi
Sinop Erfelek; Solucali kdyii -Kirazli koyli -Abdurrahman 50

Pasa koyii -Sal1 koyii-Yeni koyii
Ayancik;Abdiilkadir kdyii-Uzungam kdyii Giineyce mh. | 24

—Komiir goli
Trabzon Vakfikebir; Yildiz kdyii -Caferli koyti-Camlik koyti, 10
Besikdiizii; Ambarl koyii-Besik Dag, 10
Zonguldak | Alapli-Kocaman koyii 5
Eregli-Kestanecik mh.-Soganli mevkii 6
Zonguldak (merkez)-Ug koy civari-kozlu 8

Toplam 294 izolat

4.3 izolatlarin Viriilenslerinin Saptanmasi

Kestane Kanseri etmeni C. parasitica’ nin biyolojik miicadelesi konusunda calisma
yapabilmek i¢in bu etmenin virlilent ve diisiik viriilensli (hipoviriilent) izolatlarinin
oncelikle belirlenmesi gerekmektedir. Bu amacla elde edilen izolatlarin bu yoniiyle
elden gecirilmesi i¢in 6nce izolatlarin kiiltiirel 6zellikleri incelenmistir. Daha sonra elma
testi, kesik dala inokulasyon ve Bavendamm testi ile izolatlarin viriilensleri
belirlenmistir. Bilindigi gibi C. parasitica’ da viriilens diisiikliigli bir mycovirus (CHV 1

ve digerleri) enfeksiyonu sonucunda olusmaktadir.

26



4.3.1 Kiiltiirel ozelliklerine bakilarak

Izolatlarin viriilensleri  oncelikle kiiltiirel ~6zelliklerine bakilarak belirlenmeye
calisilmigtir. Milgroom and Cortesi (2004)’ nin belirttigi lizere kiiltiirlerde krem-beyaz
gelisen ve az spor veren izolatlar diisiik viriilensli (hipoviriilent), digerleri yani kirmizi-
turuncu renkte gelisen ve bol spor veren izolatlar viriilent kabul edilmistir (Sekil 4.4).
Birgok arastirict hipoviriilent izolatlarin kiiltiirel 6zelliklerinin yukarida belirtilen

sekilde oldugunu ifade etmektedir (Van Alfen et al. 1978, Anagnostakis and Day 1979,

Bissegger et al. 1997, Heiniger and Rigling1994,).

Sekil 4.4 Kanserli kabuklardan yapilan izolasyon sonucu C. parasitica’ nin PDAmb
ortaminda gelisen turuncu renkli viriilent kolonileri (solda) ve hipoviriilent bir
izolatin kiiltiirdeki gelisimi (sagda)

Izolatlarin fenotipik ozelliklerine gore 269 adedi viriilent, 25° i hipoviriilent olarak
belirlenmistir. Hipoviriilent izolatlarin illere goére dagilimi soyledir: Kastamonu 9,

Bartin 7, Zonguldak 6, Diizce 1, Artvin 1, Trabzon 1 (Cizelge 4.2).

27



Cizelge 4.2 Karadeniz Bolgesinden elde edilen ve fenotipik 6zelliklerine gore belirlenen
viriilent ve hipoviriilent C. parasitica izolatlar

Bolgeler Viriilent izolatlar Hipoviriilent
izolatlar

Artvin Ar-1, A-1, A2, Ar-2, Ar-3, Ar4, Ar-7, A-8,| A7
Ar-9, A-12, A-13

Bartin B-1, Bm-2, B-2, B-3, Ba—4, B4, B-6, Bm—7, B-8, | Ba-2, B-5
B-9,B-11, B-12, B-14, Bm-14, Ba—15, B-17, B-19 | Ba—6, B-7
B-20, B-22, B-25, Ba—28, Bm-28, B-28 B-13, B-15

B-24

Diizce D-1, D-2, D-3, D-6, D-7, D-10, D-13, D-15, D-18 | D4

Giresun G-1, Gd-1, Gm-1, G4, G-5, Gk-5, G-10, G-11, | Saptanmamistir
G-14, G-15, Gm-15, G-16, Gm-16, G-17, G-18,
G-19, G20, G21, G-23, G-25, G-27, G-29, G-31,
G-30, G-32, G-33, G-34, G-36

Kastamonu | K-1, Kc-2, K—4, K-5, K-6, K-7, Kc-7, K-8, K-10, | Kc-3, Kc-4,
Kce-11, K-12, K-13, Kc-13, K-15, Ke-15, K-16, K-17, K=20,
Kc-16, Ke-17, K-18, Ki-18, K-19, Kc-20, Kc-22, K-60, K59,
K-24 Ki—24, K-25, K-28, Ki-29, Ki—30, K-31, Kc-24, K-46,
K-32 Ki-33, K-34, K-35, K-37, K-40, K41, K-42, | K-49
K-44, K-45, K47, K-48, K-50, K-52, K-53, K-55,
K-57, K-58, K-61, K-62

Ordu Of-1, OF-2, 0O-2, 0O-5, 0-6, O-7, 0-9, O-11, O-12, | Saptanmamisgtir

0O-14, O-18, O-20, O-21, O-22, 0-23, O-25
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Cizelge 4.2 Karadeniz Bolgesinden elde edilen ve fenotipik 6zelliklerine gore belirlenen
viriilent ve hipoviriilent C. parasitica izolatlar1 (devami)

Bolgeler Viriilent izolatlar Hipoviriilent
izolatlar
Rize R¢-2, Ra-3, R-9, R-11, R¢-16, R-17, Rg¢-18, | Saptanmamistir

R¢-19, Ra-21, Ra-24, Ra-25, Ra-26, Ra-28, Ra-30

Samsun Sat—1, Sa—2, Sa—4, Sa-3, Sa—6, Sa—7, Sa—8, Sa-9, Saptanmamistir

Sa-11, Sa—12, Sa—14, Sa—15

Sinop Si-1, Si-2, Si-3, S-3, Si—4, S—4, Si-5, S-7, Si-7, Si-8, | Saptanmamaistir
Si-9, Si-10, Si-11, Si-12, Si-13, Si-14, Si-15, Si-16,
Si-17, Si-18, Si-24, Si-23, S-24, Si-26, S-26, Si-28,
Si-29, S-30, Si-30, S-31, Si-33, Si-34, S-34, Si-36,
S-36, S-37, Si-37, Si-38, Si-39, S—40, Si—40, Si-41,
Si-42, Si-43, Si-44, Si—45, Si-46, Si-47, S—48, Si—48,
S-50, Si-50, Si-51, Si-52, Si-53, S-54, Si—54, Si-55,
Si-56, Si-57, Si-59, Si-61, Si-62, Si-64, Si-65,
Si-66, Si—67, Si—68, Si—69, Si-70, Si—72, Si-73,

Si-75, Si-76

Trabzon | T-1, T-5, T-6, T-7, T-8, T-9, Tv—11, Tv—12, T-13, | Tb-32
Tv-14, T-14, T-15, T-17, Tv—17, T-18, Tv—18,

Tv-19, Tb-31, Tb-34

Zonguldak | Z-3, Z-7, Z—9, Zk-9, 7-10, Zk-10, Zk-11, Z-12, | Z-4, 7-5

7-20,7-21,7Ze-22, 7-23, 724, 7-11, Z-19
Zur, Z-1
Toplam 269 25
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Fenotipik ozelliklerine bakilarak izolatlarin virtilenslerini belirlenmek her zaman pratik
olmamaktadir. Normal goriintislii kiiltiirlerin de dsRNA igerebilecegi, bu nedenle
dsRNA’nin her zaman anormal gorlniisli kiltir olusturmayacagi belirtilmistir
(Fulgright 1984, Chung et al. 1994). Bu da normal goriiniimlii kiiltiirlerin icinde de
hipoviriilentlerin bulunabilecegini gostermektedir. Renksiz gelisen kiiltiirlerde bu
degisimin virilislerin enfeksiyonu sonucu olustugu bir¢ok arastirici tarafindan ileri
stirilmiistiir. Sonugta hipoviriilensligi bir viriis olusturduguna gore turuncu renkli
gelisen izolatlarda da diistik oranlarda viriis enfeksiyonu olabilir. Nitekim Van Alfen
et al. (1978) de Bonifacio ve Turchetti’nin kiiltiirde turuncu renkte gelisim gosteren
Italyan- hipoviriilent izolat bulduklarmni bildirmistir. Ancak aragtiricilar labaratuar
kosullarinda gelistirilen ve beyaz renk olusturan kiiltiirlerin ¢ogunlukla hipoviriilent
strainler oldugu goriisiindedirler. Fakat inkiibasyon kosullar1 degistigi zaman, 6rnegin
kuvvetli giin 15181 veya yakin ultraviyole 151k altinda inkiibasyona alman kiiltiirlerde
hipoviriilent izolatlar bu 6zelligini kaybedebilir ve koyu renkli gelisme gdsterebilir.
Nitekim agik renkli gelisen kiiltiirlerimizden bazilarinin yakin ultraviyole 151k altinda
inkiibasyonu sonunda renklerinin degistigi (turuncu renkte gelistigi) gézlemlenmistir.
Hipoviriilensin, fungus cycloheximide igeren ortamlarda gelistirildiginde kayboldugu,
yine hipoviriilent izolatlarin tek spor kiiltiirlerinin bazilarinin dsRNA igermedigi
dolayisiyla viriilent izolatlar gibi renk olusturdugu ve patojen oldugu saptanmistir
(Fulbright 1984). Van alfen et al. (1978) diger yandan ultraviyole 1s18a maruz birakilan
izolatlarin hipoviriilent 6zelligini kaybettigini belirlemislerdir. Bu nedenlerle yakin
ultraviyole 151k altinda kiiltiirlerin tutulmasi da bdyle benzer bir etki olusturabilir.
Ayrica bu etmenin tek spor izolatlar1 da ana kiiltiir 6zelligini yansitmayabilir. Kiiltiirel
Ozelliklerine bakilarak izolatlarin viriilensi belirlenecekse inkiibasyon kosullarinin bu

gibi etkilerden arindirilmasi gerekmektedir.
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4.3.2 Elma testi yontemi ile

Bu yontem Fulbright (1984)’ e gore uygulanmis ve elde edilen 294 izolata ait degerler
Cizelge 4.3’ de sunulmustur. Cizelgede goriildiigii gibi elma testi sonuglar1 ¢ok biiylik
bir varyasyon gostermistir (Ek 1). Bu nedenle tiim izolatlarin bir arada mukayesesi
miimkiin olmamistir ve izolatlar il bazinda karsilastirilmislardir. Elma testinde
izolatlarin hipoviriilensi, nekroz alanlarindaki farkliligin istatistiki olarak belirlenmesine
dayanmaktadir. Bagka bir deyisle izolatlarin olusturdugu nekroz biiyiikliiliiklerinin

istatistiki olarak 6nemli derecede kii¢iik olusuna dayandirilmaktadir (Fulbright 1984).

Cizelge 4.3 Elma testi yapilan izolatlar, olusturduklari nekroz alanlar1 (cm?)

Bolgeler Izolat Lezyon Bolgeler Izolat | Lezyon biiyiikliigii*
biiyikligi* (cm?) (cm?)

Artvin Ar-7 2,22a Rize R-17 2,15a
A-13 3,70ab Ra-30 | 2,25a
Ar-9 4,03ab Ra-26 2,47a
Ar-4 4,43ab Ra-25 2,93ab
A-8 5,01bc R-11 2,95ab
A-7 5,91bcd R¢-2 3,89abc
Ar-2 7,14bcde R¢-16 | 4,37abe
A-2 7,44de R¢-18 4,46abc
Ar-1 7,60de Ra-24 4,50abc
A-1 8,03de Ra-21 5,21bed
Ar-3 8,47¢ Ra-3 5,34cd
A-12 9,33¢ Ra-28 | 5,59d

* Aym harfi alan izolatlar arasindaki farklilik Duncan testine gore istatistiki olarak 6nemli degildir
(p=0,05)
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Cizelge 4.3 Elma testi yapilan izolatlar, olusturduklar1 nekroz alanlar1 (cm?) (devami)

Bolgeler [zolat Lezyon Bolgeler [zolat | Lezyon biiyiikliigii*
biiyiikligii* (cm?)
(cm?)

Bartin B-24 1,99a R¢-19 5,68cd
B-13 2,49ab R-9 7,04d
B-8 3,64abc Samsun Sa-9 2,87 a
B-6 3,93abcd Sa—6 2,87a
B-25 4,07abed Sa—14 4,138ab
B-14 4,27abcd Sa-15 4,56abc
B-28 4,54 abcde Sat-1 4,64abc
B-15 4,64 abcde Sa-2 5,42bcd
Bm-14 | 4,68 abcde Sa—4 6,15bcde
B-7 4,72 abcde Sa—-11 6,69cde
Bm-2 4,95 abcdef Sa-7 6,79cde
Bm-28 5,01 abcdef Sa-3 7,12de
B-5 5,02 abcdef Sa—12 8,06ef
B-9 5,39bcdefg Sa-8 9,57f
B-22 5,75bcdefgh
B-2 5,89cdefgh Sinop Si-14 1,87a
B-20 5,97cdefghi Si-12 3,14ab
B-11 5,99cdefghi S-54 3,14ab
B4 6,12cdefghi Si-76 4,00abc
Ba-28 6,60cdefghi Si—43 4,06 abcd
B-12 6,62cdefghi S-3 4,21abcde
Bm-7 6,64cdefghi Si-59 4,46 abcdef
B-1 6,71cdefghi Si-70 4,64abcdefg
B-19 7,13defghi Si-26 4,83 abcdefgh
B-3 7,75efghi Si—62 4,92 abcdefghi
Ba—4 8,23fghi Si—48 5,01 abcdefghi
Ba-15 8,53ghi Si—69 5,13 abcdefghi
Ba-2 8,71hi Si-65 5,30 abcdefghi
B-17 9,201 Si-29 5,32 abcdefghi
Ba-6 9,241 Si—51 5,44 abcdefghij

* Aym harfi alan izolatlar arasindaki farklilik Duncan testine gore istatistiki olarak 6nemli degildir
(p=0,05)
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Cizelge 4.3 Elma testi yapilan izolatlar, olusturduklar1 nekroz alanlari (cm?) (devami)

Bolgeler Izolat Lezyon biiyikligi* Bolgeler | Izolat | Lezyon biiyiikliigii*
(cm?) (cm?)

Diizce D-10 1,99a Sinop S-24 5,47 abcdefghijk
D-2 4,26ab Si-36 | 5,48abcdefghijk
D-4 4,83b Si-23 | 5,49 abcdefghijk
D-13 5,31bc Si-75 5,56abcdefghijkl
D-3 5,42bc Si-13 | 5,66 abcdefghijkl
D-6 5,80bc Si-16 | 5,73 bedefghijklm
D-18 5,89bc Si-37 5,75bedefghijklmn
D-7 7,88cd Si-7 5,77bcdefghijklmn
D-15 8,68d Si-57 | 6,11becdefghijklmno
D-1 10,22d Si-66 6,28bcdefghijklmnop

Giresun G-32 1,58a Si-17 6,40bcdefghijklmnop
G-23 2,11ab Si-30 6,4548bcdefghijklmnop
G-19 2,89abc Si-2 6,47bcdefghijklmnop
Gm-1 3,37abed Si-9 6,59bcdefghijklmnop
G-1 3,37abed Si-33 | 6,59bcdefghijklmnop
Gk-5 3,92abcde Si—11 | 6,62bcdefghijklmnop
Gm-15 | 4,38 abcdef S-36 6,65bcdefghijklmnop
G-29 4,83 bedefg Si—40 | 6,65bcdefghijklmnop
G-36 5,11 cdefgh Si-10 6,77bcdefghijklmnop
Gd-1 5,17 cdefghi Si-3 6,78bcdefghijklmnop
G-27 5,23 cdefghyj Si-41 6,82bcdefghijklmnop
G-31 5,55 cdefghyj Si—46 | 6,86bcdefghijklmnopr
Gm-16 | 5,58 cdefghyj Si—54 | 6,89bcdefghijklmnopr
G-4 5,78 cdefghyj Si-64 6,92bcdefghijklmnopr
G-21 5,78 cdefghij Si-44 | 6,92bcdefghijklmnopr
G-25 5,85 cdefghij Si-55 | 6,94bcdefghijklmnopr
G-34 6,38 defghyj Si-56 | 7,03bcdefghijklmnopr
G-11 6,44 defghyj Si-38 | 7,16cdefghijklmnopr
G-17 6,79 efghij Si-50 | 7,17cdefghijklmnopr
G-10 6,79 efghij Si—67 | 7,22cdefghijklmnopr
G-18 7,22 fghij S-37 7,22cdefghijklmnopr

* Aym harfi alan izolatlar arasindaki farklilik Duncan testine gore istatistiki olarak onemli degildir
(p=0,05)
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Cizelge 4.3 Elma testi yapilan izolatlar, olusturduklar1 nekroz alanlari (cm?) (devami)

Bolgeler Izolat Lezyon biiyikligi* Bolgeler izolat Lezyon biiyikligi*
(cm?) (cm?)

Giresun G-5 7,31 fghij Sinop Si-5 7,24cdefghijklmnopr
G-20 7,43 fghij S-30 7,24cdefghijklmnopr
G-15 7,72 ghyj Si-18 7,34cdefghijklmnopr
G-30 7,98 ghij S-26 7,45cdefghijklmnopr
G-16 8,32 Si-72 7,51cdefghijklmnopr
G-14 8,34j Si—4 7,65cdefghijklmnopr

Kastamonu | K-47 1,58a Si-42 7,70cdefghijklmnopr
Kc-3 2,34ab Si-34 7,70cdefghijklmnopr
K-55 2,34ab Si-61 7,71cdefghijklmnopr
K-5 2,39ab Si—68 7,75cdefghijklmnopr
K-49 2,47ab Si-24 7,77cdefghijklmnopr
K-19 2,61ab S-34 7,94 cdefghijklmnopr
K-6 2,68abc S—40 8,02 defghijklmnoprs
K-61 2,80abc Si-8 8,14 efghijklmnoprs
K-53 2,92abcd Si—53 8,29 fghijklmnoprs
K-1 3,03abcde Si-28 8,30 fghijklmnoprs
Ki-30 3,14abcde Si-47 8,52 ghijklmnoprs
K-48 3,15abcde S—48 8,76 hijkimnoprs
K-31 3,19abcdef Si—52 8,87 1jklmnoprs
Kc-22 | 3,41abcdefg S—4 9,37 jklmnoprs
K-50 3,62 abcdefg S-7 9,44 klmnoprs
K-57 3,62 abcdefg S-31 9,53 Imnoprs
Ki-24 3,69abcdefgh Si-1 9,67 mnoprs
Ki-29 3,72abcdefgh Si-73 9,73 noprss
K-28 3,75abcdefgh Si-15 9,78 oprs
K-58 3,78abcdefgh Si—45 10,14 prs
K-7 3,95 abedefghi Si-39 10.48rs
K-17 4,10abcdefghij S-50 10.75s
K-32 4,38abcdefghijk Trabzon Tb-32 3,05a
K-8 4,54abcdefghijkl T-17 3,14ab
Kc-13 | 4,68 bedefghijkl T-6 3,23ab

* Aym harfi alan izolatlar arasindaki farklilik Duncan testine gore istatistiki olarak onemli degildir
(p=0,05)
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Cizelge 4.3 Elma testi yapilan izolatlar, olusturduklar1 nekroz alanlar1 (cm?) (devami)

Bolgeler Izolat | Lezyon biiyiikliigii* Bolgeler Izolat Lezyon biiyiikliigii*
(cm?) (cm?)

Kastamonu | K-46 4,86 bedefghijkl Trabzon Tb-34 3,83abc
K-24 4,89bcdefghijkl Tv-19 4,22abcd
K-25 4,91 bedefghijkl T-8 4,22abcd
Kc-15 4,93bcdefghijklm Tv-11 4,43abcd
K-34 4,9457bcdefghijklm Tv-17 4,74abcd
K-18 5,01bcdefghijklm T-15 4,75abed
Ki-18 | 5,03bcdefghijklm Tv-14 4,89abcd
Ki-33 5,12bcdefghijklmn T-5 5,18abcd
K-40 5,29bcdefghijklmn T-7 6,23abcd
Kc-7 5,69bcdefghijklmn T-14 6,44bcd
K-37 5,88 defghijklmn Tb-31 6,61cd
Kc-2 5,93 defghijklmn T-9 6,62cd
Kc-11 | 5,95 defghijklmn T-1 6,81cd
K-16 6,00 efghijklmn T-13 7,01cd
Kc-16 | 6,01 efghijklmn T-18 7,10cd
K-62 6,05 efghijklmn Tv-12 7,11cd
Kc-20 | 6,22 fghijklmn Tv-18 7,45d
K-59 6,28 ghijklmn Zonguldak | Z-23 0,4917a
K-52 6,32 ghijklmn Z-1 2,67ab
K-35 6,38 ghijklmn 74 2,81ab
K-10 6,39 ghijklmn Z-3 3,58b
K-41 6,42 ghijklmn Z-ur 4,09bc
K-12 6,71 hijklmn Zk-10 4,75bcd
Kc-24 6,76 hijklmn Z-12 5,01bcde
K-4 6,97 1jklmn 7Z—9 5,05bcde
K-20 7,06 jklmn Z-21 5,10bcde
K-13 7,08 jklmn Zk-9 6,27cdef
Kc-4 7,15 jklmn Z-10 6,56cdefg
K-15 7,43klmn Z-11 6,98defgh

* Aym harfi alan izolatlar arasindaki farkliik Duncan testine gore istatistiki olarak onemli degildir
(p=0,05)
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Cizelge 4.3 Elma testi yapilan izolatlar, olusturduklar1 nekroz alanlari (cm?) (devami)

Bolgeler Izolat | Lezyon bilyiikliigii* | Bolgeler Izolat Lezyon biiyikligi*
(cm?) (cm?)

Kastamonu | K-60 | 7,48lmn Zonguldak Z-7 7,60efgh

K-42 | 7,56lmn Z-19 7,64efgh

K-45 | 7,99mn Z-5 8,18fgh

Kc-17 | 8,10n Z-20 8,26fgh

K-44 | 10,960 Z-24 8,85fgh
Ordu 0-5 3,60a Ze-22 9,19gh

0-23 | 3,85ab Zk-11 9,34h

0-22 | 5,27abc

O-7 5,51abc

Of-1 5,75abc

0-2 6,07abc

O-11 | 6,33abcd

0-6 6,77abcd

O-14 | 7,17abcd

0-9 7,20abcd

0-25 | 7,35bed

O-18 | 7,63cd

0-20 | 7,71cd

0-21 | 7,79cd

O-12 | 8,76¢cd

OF-2 | 9,84d

* Aymi harfi
(p=0,05)

Cok sayida izolatin karsilastirilmasi ile olusan cok sayida istatistiki farklilik bu testin
cok sayida izolata uygulanabilirligini giiclestirmektedir. Ornegin, Artvin ilinde
izolatlarin nekroz biiyiikliigii bakimindan 7 grup olusturmasi hangi degerin hipoviriilent
olduguna karar vermeyi giiglestirmektedir. Ancak burada olusan en diisiik nekroz alani
grubu ile en yiiksek nekroz alan1 grubu sirasi ile hipoviriilent ve viriilent izolatlar1 temsil
edebilir. Fakat bu izolatlarin kiiltiir renklerine bakildiginda viriilent olmasi1 gereken

izolatlar (Ar—7, Ar—13, Ar-9) elma testinde hipoviriilent izolatlardan daha diisiik nekroz

alan izolatlar arasindaki farklilik Duncan testine gore istatistiki olarak dnemli degildir
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alant olusturmugslardir. Bu testte elde edilen en diisiik degerler bile hipoviriilensligi
yansitmayabilir. Bunun i¢in bu testte viriilent ve hipoviriilent kontrollerin yer almasi ve
farkliligin buna gore belirlenmesi gerekmektedir. Ancak bu izolatlar fenol oksidaz
testinde de zayif reaksiyon vermislerdir. Bu nedenle elma testinde diisiik nekroz

olusturan Ar—7 gibi izolatlar hipoviriilent olmayabilir.

Elma testinde biiyiilk nekroz olusturan (K—44) kesik dalda kii¢iik (1.62 cm?) lezyon
olusturmustur. Diger yandan kesik dalda biiyiik nekroz (11.27 cm?) olusturan izolat
(K-19) elma testinde kiiciik nekroz (2.61 cm?) olusturmustur. Bu sonuglar elma testi ile
kesik dal testi arasinda uyumsuzluklarin oldugunu gostermektedir. Z—23 nolu izolat
elma testinde (0.49 cm?) ve kesik dal yonteminde (0.35 cm?) hemen hemen ayni
biiyiiliikte nekroz alani olusturmustur. Ayrica elmada biiyiik nekroz olusturup kiiltiirde
beyaz renkli gelisen ve kesik dalda kiiciik nekroz olusturan izolatlar da (Kc—24) vardir.
Kiiltiirde beyaz renkte gelisen ve elmada biiylik nekroz olusturup, kesik dalda hig
nekroz olusturmayan izolatlar da (Z-5) mevcuttur. Nitekim Chung et al. (1994)
kiiltiirlerde beyaz gelisen ve dsRNA iceren bir hipoviriilent izolatin elmalarda biiyiik

nekroz olusturdugunu saptamiglardir.

Cok sayida izolatla ¢alisirken elma testinde bazen hipoviriilent izolatlarin biiyiik nekroz
olusturmas1 gozlenebilir. Calismamizda bdyle bir izolatin nekroz uglarindan yapilan
izolasyonlarda Trichoderma sp. elde edilmesi, bu fungusun da elmada ciiriikliik
olusturmasi nedeniyle bu testte dezenfeksiyonun ¢ok iyi yapilmasi, elma yiizeylerinde
gozle goriilebilir lekelerin olmayis1 ¢ok dnemlidir. Ciinkii bu tip elmalarda bu fungus
bulunabilir ve test sonucunu degistirebilir. Bu nedenle elma testinin baska testlerle

dogrulanmasi1 gerekmektedir.
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4.3.3 Kesik kestane dalinda

Kesik dallara inokiilasyon yontemi ile patojenite Bartin, Diizce ve Giresun yoresinden
toplanan saglam goriiniislii dallarin 6nce yiizey sterilizasyonu, arkasindan fungus kiiltiir
disklerinin dallarda agilan disklere yerlestirilmesi ve 30 giin sonra olusan nekrotik
alanin (Sekil 4.5, Ek 1) 6lciilmesi ile Fulbright (1984) yontemine gore rasgele secilen 69
izolatla yapilmistir. Kontrol olarak Italya’dan temin edilen hipoviriilent izolatlar da
kullanilmistir. Kesik dallar agaglarin durgun doneminde (Mart-Nisan) makroskopik
olarak segilmistir. Inokiilasyondan 30 giin sonra 4 tekerriirli olarak planlanan

denemenin sonuclar1 Cizelge 4. 4’ de sunulmustur.

Sekil 4.5 Kesik dal yonteminde bazi izolatlarin olusturduklar1 nekrozlar

38



Cizelge 4.4 Kesik kestane dallarinda patojenite yapilan izolatlar ve olusturduklari
nekroz alanlart (cm?)

Mler Izolat no Olusan nekrotik alan (cm?) Ortalama
alan (cm?)
Giresun G-32 1.2 0.0 0.0 0.0 0.3
G-19 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
G-29 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Bartin B-17 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
B-19 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Bk-3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
B2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
B-10 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Ba-2* 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
B-24 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
B-5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
B-15 0.35 0.0 0.0 0.0 0.08
B-13 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Ba-6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
B-7 0.70 0.0 0.0 0.0 0.17
B-20 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Diizce D-1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
D4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Zonguldak Z-10 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
z-7 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
7-1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
7-11 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
7-19 0.6 0.0 0.0 0.0 0.15
Z-ur 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
74 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
7-23 0.0 0.0 1.4 0.0 0.35
73 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
7-5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

*Koyu renkli izolatalar kiiltiir 6zelliklerine gore hipoviriilent olanlardir.
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Cizelge 4.4 Kesik kestane dallarinda patojenite yapilan izolatlar ve olusturduklari
nekroz alanlar1 (cm?) (devami)

Mler Izolat no Olusan nekrotik alan (cm?) Ortalama alan
(cm?)
Zonguldak Z-21 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Kastamonu K-24 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
K-19 17.1 0.0 12.6 15.4 11.27
K-5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
K4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
K-50 2.5 0.0 1.4 0.0 0.97
K45 11.9 0.0 0.0 0.0 2.97
K-8 1.2 0.0 0.0 0.0 0.3
K-12 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
K48 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
K-20 1.6 0.0 6.6 16.1 6.07
K-60 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Kc—4 1.9 34 5.1 0.0 2.60
K-17 34 4.3 1.9 0.0 2.40
K—44 3.1 1.4 2.0 0.0 1.62
K-46 4.9 1.2 2.0 1.8 247
K-20 1.3 1.5 0.0 0.0 0.70
K-52 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
K-59 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
K-49 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Kc-3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Kc-24 0.6 0.8 1.9 0.0 0.82
Sinop S—4 5.1 0.0 0.0 6.9 3.0
S-37 1.7 0.0 0.0 7.3 2.25
S-36 29 0.0 5.0 2.7 2.65
S-3 3.8 0.0 0.0 0.0 0.95
Ordu 0-12 11.5 0.0 0.0 3.0 3.62
0-6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

*Koyu renkli izolatalar kiiltiir 6zelliklerine gore hipoviriilent olanlardir.
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Cizelge 4.4 Kesik kestane dallarinda patojenite yapilan izolatlar ve olusturduklari
nekroz alanlar1 (cm?) (devami)

Mler Izolat Olusan nekrotik alan (cm?) Ortalama alan
no (cm?)
Ordu 0-21 5.7 0.0 4.2 22 3.02
O-11 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Trabzon T-1 1.4 0.0 1.4 1.0 0.95
T-7 7.8 0.0 11.9 0.0 4.92
Tb-32 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Samsun Sa-14 1.3 0.0 1.0 0.0 0.57
Sa—4 1.3 0.0 1.6 4.5 1.85
Sa—8 4.2 0.0 3.1 0.0 1.82
Rize R-17 1.3 0.0 0.0 0.0 0.32
R-3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Artvin A-12 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
A-7 1.6 0.0 0.0 0.0 0.40
Kontrol H-4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Hipovirtlent =00 0.0 00 | 00 0.0

*Koyu renkli izolatalar kiiltiir 6zelliklerine gore hipoviriilent olanlardir.

Cizelge 4.4’ de goriilecegi lizere kesik dallarda olusan nekroz biiyiikliikleri arasinda ¢ok
biiyiik bir varyasyon olusmustur. Bazi izolatlarda bir tekerriirde 10 cm?’ nin tizerinde
nekrozlar olugmasina ragmen diger tekerriirlerde hi¢ nekroz olusmamistir. Bu
varyasyonun nedenlerinden biri dallarin dezenfekte edilmis ve steril ortamda
inkiibasyona alinmis olmasina ragmen bazilarinda antagonist funguslardan 7richoderma
ve Penicillium tirlerinin gelismesi olabilir. Ayrica dezenfeksiyona ragmen saglikli
goriilen bazi dallarda diger patojen funguslar (Phomopsis, Pestalotiopsis, Fusicoccum)
gelismistir. Kesik dala inokulasyon yonteminde saptanan bu varyasyondan dolayr diger
izolatlarla bu ¢alisma yiiriitilmemistir. Genellikle kiiltiirlerde renksiz gelisen izolatlar
kesik dalda nekroz meydana getirmemislerdir. Ancak kiiltiirlerde turuncu renkli gelisen
izolatlarin bazilar1 da kesik dalda nekroz olusturmamislardir. Karadeniz bélgesinin

kestane ormanlarinin tiimiinde bu hastaligin ve diger kanserlerin (Akilli et al. 2008)
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olmasi nedeniyle hastaliksiz kestane siirgiinii bulmak hemen hemen miimkiin

olmamustir.

Calismanin baglangicinda patojenite denemeleri icin kestane fidanlarinin yetistirilmesi
planlanmistir. Bu nedenle tohumdan fidan eldesi c¢aligmalarina baslanmistir.
Kestanelerin iki yasindan sonra ¢alismalarda kullanilmasi planlanmistir. Yalova Atatiirk
Bahce Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisiinden saglanan Osmanoglu ¢esidi ve Izmir —
Odemis yoresinden temin edilen kestane tohumlar1 ISTA (International Seed Testing
Association) kurallarina gore c¢imlendirilmistir. Bunun i¢in tohumlar +4 °C’ de
buzdolabinda su icinde 48 saat bekletilmis ve daha sonra tohumlarin iz kisimlarindan
1/3” 1 kesilerek kabuklar1 soyulup Thiram’la ilaglanarak plastik bardaklara ekilmistir.
1-1,5 ay icerisinde ¢ikis durumlarina gore kestaneler yanmis ahir giibresi- toprak
karigiminin (1:1) bulundugu tiiplere sasirtilmistir. Ancak ekilen tohumlar saglikli bir
sekilde ¢imlendikten sonra tiim fidanlarda kok ciiriikliigi gériilmiis ve yetistirilen 300
fidan Olmiistiir. Olen fidanlardan yapilan izolasyon sonucu Fusarim solani ve

F. oxysporum bulunmustur (Sekil 4.6).

Sekil 4.6 Fusarwum solani ve F. oxysporum’ un kestane fidanlarinda olusturdugu kok
curiikligi belirtileri
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Kestane fidanlar1 yetistirilmesinde meydana gelen basarisizliktan sonra fidan temin
edilmeye ¢alisilmistir. Ancak 2-3 yash kestane fidani temini ¢ok zor olmustur. Ciinkii
kestane fidan1 yetistiriciligi ¢ok giictlir ve bu maksatla yeterince fidan bulunamamaistir.

Bulunabilen 200 kadar kestane fidan1 biyolojik savas ¢alismalarinda kullanilmastir.

4.3.4 Phenol oxidase enzim aktivitesi (Bavendamm Testi)

Rigling et al. (1989)’ e gore hazirlanan Bavendamm ortamina Cryphonectria parasitica
kiiltlirlerinden alinan 4 mm’lik diskler yerlestirilmistir. Her bir 9 cm’ lik petriye 8 izolat
diski yerlestirilerek calisma iki tekerriirlii olarak yapilmistir. Kiiltiirler 23-24" °C de
karanlikta 4 giin tutulmustur. dsSRNA iceren yani hipoviriilent izolatlar bu ortamda
renksiz bir koloni olustururken, viriilent izolatlar koyu renkli bir koloni
olusturmaktadirlar (Sekil 4.7). Bavendamm testinde 294 izolatin elde edilen sonuglari

Cizelge 4. 5° de sunulmustur.
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Sekil 4.7 Fenol oksidaz ortaminda Cryphonectria parasitica’nin hipoviriilent (renksiz
gelisim gosteren koloniler) ve viriilent (koyu renkli gelisen koloniler)
izolatlarinin gosterdigi reaksiyonlar.

Cizelge 4.5 Bavendamm testinde ele alinan izolatlar ve gosterdikleri reaksiyonlar

Bolgeler Izolat Reaksiyonlar Bolgeler izolat Reaksiyonlar
Yok | Zayif | Kuvvetli Yok | Zayif | Kuvvetli
Artvin Ar-7 X Rize R-17 X
A-13 X Ra-30 X
Ar-9 X Ra-26 X
Ar-4 X Ra-25 X
A-8 X R-11 X
A-7 X R¢-2 X
Ar-2 X Re¢-16 X
A-2 X Re¢-18 X
Ar-1 X Ra-24 X
A-1 X Ra-21 X
Ar-3 X Ra-3 X
A-12 X Ra-28 X
Bartin B-24 X R¢-19 X
B-13 X R-9 X
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Cizelge 4.5 Bavendamm testinde ele alinan izolatlar ve gosterdikleri reaksiyonlar

(devami)
Bolgeler izolat Reaksiyonlar Bolgeler izolat Reaksiyonlar
Yok | Zayif | Kuvvetli Yok | Zayif | Kuvvetli

Bartin B-8 X Samsun Sa-9 X
B-6 X Sa—6 X
B-25 X Sa-14 X
B-14 X Sa—15 X
B-28 X Sat-1 X
B-15 X Sa-2 X
Bm-14 X Sa—4 X
B-7 X Sa—11 X
Bm-2 X Sa-7 X
Bm-28 X Sa-3 X
B-5 X Sa—12 X
B-9 X Sa-8 X
B-22 X
B-2 X Sinop Si-14 X
B-20 X Si-12 X
B-11 X S-54 X
B4 X Si-76 X
Ba-28 X Si—43 X
B-12 X S-3 X
Bm-7 X Si-59 X
B-1 X Si-70 X
B-19 X Si-26 X
B-3 X Si-62 X
Ba—4 X Si—48 X
Ba-15 X Si—69 X
Ba-2 X Si—65 X
B-17 X Si-29 X
Ba-6 X Si-51 X

Diizce D-10 X S-24 X
D-2 X Si-36 X
D-4 X Si-23 X
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Cizelge 4.5 Bavendamm testinde ele alinan izolatlar ve gosterdikleri reaksiyonlar

(devami)
Bolgeler Izolat Reaksiyonlar Bolgeler izolat Reaksiyonlar
Yok | Zayif | Kuvvetli Yok | Zayif | Kuvvetli
Diizce D-13 X Sinop Si-75 X
D-3 X Si-13 X
D-6 X Si-16 X
D-18 X Si-37 X
D-7 X Si-7 X
D-15 X Si-57 X
D-1 X Si-66 X
Giresun G-32 X Si-17 X
G-23 X Si-30 X
G-19 X Si-2 X
Gm-1 X Si-9 X
G-1 X Si-33 X
Gk-5 X Si-11 X
Gm-15 X S-36 X
G-29 X Si—40 X
G-36 X Si-10 X
Gd-1 X Si-3 X
G-27 X Si-41 X
G-31 X Si—46 X
Gm-16 X Si-54 X
G-4 X Si-64 X
G-21 X Si-44 X
G-25 X Si-55 X
G-34 X Si-56 X
G-11 X Si-38 X
G-17 X Si-50 X
G-10 X Si-67 X
G-18 X S-37 X
G-5 X Si-5 X
G-20 X S-30 X
G-15 X Si-18 X
G-30 X S-26 X
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Cizelge 4.5 Bavendamm testinde ele almnan izolatlar ve gosterdikleri reaksiyonlar

(devami)
Bolgeler izolat Reaksiyonlar Bolgeler izolat Reaksiyonlar
Yok | Zayif | Kuvvetli Yok | Zayif | Kuvvetli
Giresun G-16 X Sinop Si—72 X
G-14 X Si—4 X
Kastamonu | K-47 X Si-42 X
Kc-3 X Si-34 X
K-55 X Si-61 X
K-5 X Si—68 X
K-49 X Si-24 X
K-19 X S-34 X
K-6 X S—40 X
K-61 X Si-8 X
K-53 X Si-53 X
K-1 X Si-28 X
Ki-30 X Si-47 X
K-48 X S—48 X
K-31 X Si-52 X
Kc-22 X S—4 X
K-50 X S-7 X
K-57 X S-31 X
Ki-24 X Si-1 X
Ki-29 X Si-73 X
K-28 X Si-15 X
K-58 X Si-45 X
K-7 X Si-39 X
K-17 X S-50 X
K-32 X Trabzon Tb-32 X
K-8 X T-17 X
Ke-13 | X T-6 X
K-46 X Tb-34 X
K-24 X Tv-19 X
K-25 X T-8 X
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Cizelge 4.5 Bavendamm testinde ele alinan izolatlar ve gosterdikleri reaksiyonlar

(devami)

Bolgeler Izolat Reaksiyonlar Bolgeler izolat Reaksiyonlar

Yok | Zayif | Kuvvetli Yok | Zayif | Kuvvetli

Kastamonu | Kc-15 X Trabzon Tv-11 X
K-34 X Tv-17 X
K-18 X T-15 X
Ki-18 X Tv-14 X
Ki-33 X T-5 X
K-40 X T-7 X
Kc-7 X T-14 X
K-37 X Tb-31 X
Kc-2 X T-9 X
Kec-11 X T-1 X
K-16 X T-13 X
Kc-16 X T-18 X
K-62 X Tv-12 X
Kc-20 X Tv-18 X
K-59 X Zonguldak | Z-23 X
K-52 X Z-1 X
K-35 X 74 X
K-10 X Z-3 X
K-41 X Z-ur X
K-12 X Zk-10 X
Ke-24 | X Z-12 X
K-4 X Z--9 X
K-20 X Z-21 X
K-13 X Zk-9 X
Kc-4 X Z-10 X
K-15 X Z-11 X
K-60 X Z-7 X
K-42 X Z-19 X
K-45 X Z-5 X
Kc-17 X Z-20 X
K-44 X Z-24 X
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Cizelge 4.5 Bavendamm testinde ele alinan izolatlar ve gosterdikleri reaksiyonlar

(devami)
Bolgeler Izolat Reaksiyonlar Bolgeler izolat Reaksiyonlar
Yok | Zayif | Kuvvetli Yok | Zayif | Kuvvetli
Ordu 0-5 X Zonguldak | Ze-22 X
0-23 X Zk-11 X
0-22 X Ordu 0-9 X
0-7 X 0-25 X
Of-1 X O-18 X
0-2 X 0-20 X
O-11 X 0-21 X
0-6 X 0O-12 X
0O-14 X OF-2 X

Bu sonuglara gore test edilen 294 izolatin 220° si bu ortamda koyu renkte (viriilent)
gelismis 42’ si zayif reaksiyon (hipoviriilent olma olasilig1 olan), 32’ si renk reaksiyonu
gostermemistir (hipovirlilent izolat). Bu da 42 izolatin hipoviriilent olma olasilig1
oldugunu gostermektedir. Ancak bu reaksiyon grubundaki izolatlarin ¢ok azinin dsRNA
icerdigi bagska bir ¢aligmada saptanmistir. Bu izolatlarin diisiik oranda virlis igermesi
nedeniyle dsRNA analizleri negatif ¢ikabilir. Fakat bunlar diisiik oranlarda viriis
icerebilir. Bu nedenlerle Bavendamm testi renksiz izolatlarin gelisimi yOniiyle
hipoviriilensligi dogru olarak belirlemektedir. Yine kiiltlirel 6zelliklerine gore turuncu-
kirmiz1 gelisen (viriilent oldugu diisiiniilen) izolatlardan B-25, K-5, K—-61, Si-50,
Si—37, S-7 gibi izolatlar ise Bavendamm testinde negatif reaksiyon (renksiz gelisme)
gostermistir. Buna gdre bu izolatlarin da hipoviriilent olma ihtimali vardir. Bagka bir
deyisle turuncu renkli gelisen izolatlar i¢inde hipoviriilent tipler de bulunmaktadir. Daha
once degindigimiz gibi kiiltiirdeki renk degisimi farkli inkiibasyon kosullarindan veya
aktarmalarin kiiltiiriin viriilent bolgelerinden yapilmasindan kaynaklanabilir. Bu nedenle
hipoviriilensligin kiiltiirlerdeki renk degisimine bakilarak degerlendirilmelerinde kiiltiire

alma kosullarinin standartlagsmasina ¢alisilmalidir.
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Bu ortamda kiiltiirel 6zelliklerine gore hipoviriilent olarak degerlendirdigimiz
izolatlardan 18 tanesi renk reaksiyonu gdstermemis, 5 tanesi zayif, 2 tanesi kuvvetli
(B-5, B-7) renk reaksiyonu gostermistir. Kiiltiirel gelisme rengi beyaz olan iki izolat
(B-5, B-7) bu ortamda kuvvetli reaksiyon gostermislerdir. Baska bir deyisle bu iki
izolatin Bavendamm testine gore viriilent olmalar1 gerekir. Halbuki bu izolatlar kesik
dallarda nekroz olusturmamis elma testinde ise orta diizeyde nekroz olusturmuslardir
(Ek 1). Bu acidan Bavendamm testininde biiyiik dogrulukta viriilensligi ifade ettigi

sOylenemez.

Yapilan ¢aligmalar, Bavendamm testinin hipoviriilent izolatlarin ayrilmasinda ¢ok az bir
yamlma payr oldugunu gostermektedir. Ornegin, Giirer et al. (2001) Kkiiltiirel
ozelliklerine gore krem ve beyaz renkte gelisen 23 izolatin 17’ sinin Bavendamm
testinde negatif reaksiyon, 5 tanesinin zayif renk reaksiyonu 1 tanesinin orta renk
reaksiyonu gosterdigini saptamislardir. Bu c¢alismada negatif reaksiyon gdsteren 17
izolatin 16’ sinda dsRNA saptanmis birinde ise saptanmamistir. Zayif reaksiyon
gosteren 5 izolatin tiimiinde dsRNA belirlenirken; orta reaksiyon gosteren (hipoviriilent
olma olasilig1 olan) 1 izolatta dSRNA saptanmamistir. Bu sonuglar kiiltiirel 6zelliklerin,
Bavendamm testi ve dsRNA analizi yoOntemlerinin bazen uyumsuzluklar

gosterebilecegini ortaya koymaktadir.

Bu sonuglar, hipoviriilensligin belirlenmesinde bir tek 6zellige bagli kalinmamasi,

aksine birden fazla 6zelligin dikkate alinmasi gerekliligini gostermektedir.

4.3.5 Izolatlarin vejetatif uyumu

izolatlarin vejetatif uyumu Bissegger et al. (1997) e gore her bir izolatin yaygin olarak
bulunan Avrupa uyum gruplari (Eu-1, Eu-2, Eu-5, Eu-6, Eu-12, Eu-14) ile
eslestirilmeleri ile saptanmistir. Izolatlarin arasindan Avrupa uyum gruplarindan Eu-6
ile uyumlu izolat tespit edilmemistir. Karadeniz bdlgesi izolatlarinin cogu Eu-1 ile Eu—

12 uyum gruplarina girmektedir (Cizelge 4.6, Ek 1). Az sayida izolat da Eu-2, Eu-14,
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Eu-5 gruplartyla uyum saglamistir. Karadeniz bolgesi izolatlarinin % 91.49° u Eu-1,

% 6.80’ 1 Eu—12 uyum gruplarina girmistir.

Cizelge 4.6 Ornekleme yapilan alanlarda saptanan Avrupa uyum gruplar

Bolgeler Avrupa uyum gruplarinda tespit edilen izolat sayilar
Eu-1 Eu-12 Eu-14 Eu-2 Eu-5
Artvin 10 2
Bartin 25 4 1
Diizce 10
Giresun 27 1
Kastamonu 54 1 2 1 1
Ordu 15 1
Rize 14
Samsun 12
Sinop 70 4
Trabzon 17 3
Zonguldak 15 4
Toplam 269 20 2 2 1

Bugiine kadar Avrupa’ da 64 uyum grubu belirlenmis (Cortesi and Milgroom, 1998)
olup, uyum gruplarmin bu iilkelerde dagilimi degisiklik gostermektedir. Ornegin
Yunanistan’da 4 uyum grubu saptanmis, bunlardan % 88’ i Eu—12, digerleri Eu-2,

Eu-10, Eu-1 olarak belirlenmistir (Perlerou and Diamandis, 2006).

Ulkemizde Ege, Marmara ve Karadeniz bélgelerindeki uyum gruplari saptanmistir. Ege

ve Marmara bolgelerinde 310 izolattin vejetatif uyum grubu Eu -1 ve Eu-12 olarak
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saptanmigtir (Celiker 2000). Baska bir c¢alismada Coskun er al. (1999) kismen
Karadeniz bélgesini de kapsayan ¢alismalarinda elde ettikleri izolatlarin 10 Italyan ve 2
Avrupa (Eu—4, Eu-5) uyum gruplar i¢inde dagilim gosterdiklerini belirtmislerdir. Bu
caligmada saptanan uyum gruplarinin hangi Avrupa uyum grubuna karsilik geldigi
anlagilmamaktadir. Ayrica arastiricilar Avrupa uyum grubu olarak verilen Eu—4
(Zonguldak, Kastamonu ve Sinop) ve Eu—5’ i1 bizim calisma bolgemizde (Zonguldak ve
Kastamonu) saptamiglardir. Calismamizda Kastamonu bdlgesinde tarafimizca da Eu—5
saptanmistir. Ayrica Kastamonu’da Eu—1 (54 izolat), Eu—12, Eu—14, Eu-2, Eu—5 uyum
gruplar1 da saptanmistir (Sekil 4.8). Calismamizda Zonguldak ilinde Eu—1 (15 izolat) ve
Eu-12 (4 izolat) uyum gruplar1 belirlenmis, Coskun et al. (1999) ‘m bu ilde
belirledikleri Eu—4 ve Eu-5 saptanamamistir. Arastirma bolgemiz igerisinde yer alan
Sinop ilinde 74 izolattan 70 tanesi Eu—1 ve 4 tanesi Eu—12, Bartin’ daki 30 izolattan 25
tanesi Eu—1, 1 tanesi Eu-2 ve 4 tanesi Eu—12, Artvin’den 12 izolattin 10 tanesi Eu—1 ve
iki tanesi Eu—12’ dir. Diizce, Rize ve Samsun izolatlarinin hepsinin uyum grubu Eu-1

olarak belirlenmistir.

Sekil 4.8 Kastamonu ilinden secgilen izolatlarin Eu—12 uyum grubu aralarinda
olusturduklar1 baraj zonlar1
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4.4 Biyolojik Savasim Calismalari

4.4.1 Hipoviriilent izolatlarin etkinliginin in vitro’ da belirlenmesi

Hipoviriilent oldugu belirlenen izolatlar Avrupa uyum gruplan ile eslestirildiginde
beyaz izolatlarin turuncu izolatlar1 beyaz renge doniistlirdiigii goriilmiistiir. Ancak uyum
grubu farkli izolatlarla eslestirildiginde baraj zonu olustugu ve izolatlarda renk degisimi
olmadig1 gozlemlenmistir. Bunun {izerine en yaygin uyum grubu olan Eu-1’den 14
viriilent ve 10 hipoviriilent, (Cizelge 4.7) izolatlar eslestirilerek hipoviriilenslige

doniistiirme kapasiteleri belirlenmistir.

Cizelge 4.7 Viriilentlerin hipoviriilent izolata doniisiimiinii saptamak i¢in segilen
hipoviriilent ve viriilent izolatlarin numaralari

Hipoviriilent izolatlar Viriilent izolatlar

K49, K-17, Z-5, Ra-26, Ba-2 | Si-57, K-12 K-19, S-26, G-18, K-13, K4,

K-60, K-59, Z-1, Si-3, Ba—6 Si—-67, Ki—24, Si-55, K—44, A-2, B-5, B-19

Hipoviriilensligin yayilmasi i¢in viriilent ve hipoviriilent izolatlarin uyumu 6nemlidir.
Bagka bir deyisle turuncu izolatlarin beyaz renge doniismesi ile dsSRNA tasinmaktadir.
Hipoviriilent olan 10 beyaz izolatin Eu—1 uyum grubuna ait viriilent izolatlar1 beyaz
renge doniistiirdiigii gorilmiistiir (Sekil 4.9). Ancak uyum grubu farkli izolatlarla
eslestirildiginde baraj zonu olustugu ve izolatlarda renk degisimi olmadigi

gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.9 Hipoviriilent Z—1 (b) ’un viriilent izolat K—13(a)’ i hipoviriilente
doniistiirmesi

4.4.2 Hipoviriilent izolatlarin etkinliginin kestane fidanlarinda belirlenmesi

Bu caligmada 2 viriilent (K—19 ve K—44, her ikisi de Eu—-1 grubundan) ve bunlara
uyumlu 3 hipoviriilent (Z-1, Ba—6, K—49) izolat kullanilmistir. Viriilent izolatlar
kiiltiirel 6zellikleri ve fenol testi sonucunda viriilent ¢ikan ayrica kesik dal (K-19) ve
elma testinde (K-44) viriilensligi en yiiksek olan izolatlar se¢ilmistir. Hipoviriilent
izolatlar ise bu degerlendirmenin tam tersi tiim testlerde hipoviriilent sonuglar veren
viriilensligi diisiik olan izolatlardan se¢ilmistir. Her bir hipoviriilent izolatin 2 viriilent
izolata etkisi fidan gévdelerinde acilan kabuk disklerinin yerine once viriilent izolatin,
sonra da hipoviriilent izolatin disklerinin yerlestirilmesi yontemi ile arastirilmistir.
Hipoviriilent izolatlar kesik dalda patojen olmayan ve kiiltiirlerde beyaz-krem renkte
gelisen izolatlar arasindan secilmistir. Izolatlar kestane fidanlarina asilandiktan 21 giin

sonra her hafta lezyon boylari 6l¢iilerek 50 giin boyunca degerlendirmeler yapilmastir.
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Hipoviriilent izolatlarin etkinligi viriilent izolata bagl olarak ¢ok farklilik géstermistir
(Cizelge 4.8, 4.9 ve Ek 2). Ornegin K—49 nolu hipoviriilent izolat K—19 nolu viriilent
izolatla birlikte fidan gdvdelerine verildiginde ¢ok biiyiik nekrozlar olusturmuslardir.
Bu nekrozlar istatistiki olarak kontroldeki nekrozlarla ayn1 gruba girmislerdir, ancak
olusan ortalama nekroz boyutu en yiiksek degerde olmustur. Halbuki K—49 tek basina
fidanlara verildiginde en kii¢iik degerde nekroz olusturan gruba girmistir. Diger yandan
Z—1 nolu hipoviriilent izolatimiz hem K-—44 hem de K-19 nolu viriilent izolatlarla
birlikte uygulandigi zaman en diisiik degerde nekroz olusumu saptanmistir. Bu da Z—1
nolu hipoviriilent izolatin etkili bir biokontrol ajan1 olabilecegini gostermektedir. Ba—6
nolu hipoviriilent izolat 21. giinde her iki viriilent izolata karsi orta derecede etkili
olmustur. Bu etki 28. glinde de devam etmistir. Bu izolatimizin belli bir siirede etkili
olabilecek potansiyele sahip oldugu goriilmektedir. K—49’ un ise viriilent izolatla
birlikte verildiginde kanserli alanlari artirdigi goriilmiistiir. Hipoviriilent izolatlarin
etkinligine (K—19 viriilent izolatina gore) bakildiginda Z—1 nolu izolatin iki viriilent
izolata karst % 50’ lerde etki gosterdigi goriilmiistiir. Hipoviriilent izolatlardan Z-1’in
en etkili oldugu goriilmektedir. Bu izolatin biyolojik miicadelede uygun vejetatif uyum

grubuna ait viriilent izolatlara kars1 kullanilabilecegi goriilmiistiir.
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Cizelge 4.8 Hipoviriilent izolatlarin viriilent izolatlarla birlikte uygulamalar1 sonucu
degisik siirelerde elde edilen lezyon boylari (cm)

Degisik zamanlardaki lezyon boylar1 (cm)

Uygulamalar

21.giin 28. glin 35. glin 43. giin 50. giin
K44+ 7-1 0,96a 1,55a 1,67a 2,03a 2,69a
K-19+Z7-1 1,39ab 1,52a 1,76a 2,05a 2,46a
K—44+Ba—6 1,67abcd | 1,99abc 2,96¢ 3,18abc 3,74abcd
K-19+ Ba-6 2,03bcd 1,77ab 2,65bc 3,36bc 3,68abc
K—-44+K-49 | 1,80abcd | 2,08abc 3,46¢ 3,93bc 4,77bcd
K-19+K-49 | 2,46d 2,78d 3,43¢c 4,40c 5,58d
7Z-1 1,78abcd | 2,04abc 2,04ab 2,03a 3,27ab
Ba-6 1,97bcd 2,39bcd 3,43c¢ 4,18¢c 4,99bcd
K—49 1,45abc 1,45a 2,73bc 2,86ab 5,36¢d
K-44 2,15bcd 2,58cd 2,66bc 3,21abc 4,07abcd
K-19 2,29cd 2,49cd 3,10c 3,95bc 5,46¢cd

Cizelge 4.9 Fidanlarda hipoviriilent izolatlarin (Z-1, Ba-6, K-49) 50 giin i¢indeki yiizde
engelleme (etki) degerleri (%)

Uygulamalar % Etki

21 giin 28. giin 35. giin 43. glin | 50.gilin
K-19+ Z-1 39,30a 38,95a 43,22a 48,10a 54,94a
K-19+ Ba—6 11,35bed | 28,91ab 14,51bc 14,93bc | 32,60abc
K-19+ K—49 -7,42d -11,64abe | -10,64¢ -11,39¢ | -2,19d
K44+ 7-1 58,07ab 37,75a 46,12a 48,60a 50,73a
K44+ Ba—6 27,07abed | 20,08abec | 4,51c¢ 19,49abc | 31,50abced
K—44+ K—49 21,39abed | 16,46d -11,61c¢ 0.50bc 12,63bcd
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Girer et al. (2001) yaptiklar1 ¢caligmada dogada fidanlara inokule edilen hipoviriilent
strainlerin viriilent strainlere gore daha kiicilk ve iyilesmeye bagslayan kanserler
olusturdugunu bildirmislerdir. Celiker (2000) virlilent izolatlar1 asiladiktan bir hafta
sonra hipoviriilent izolatlar1 gelismekte olan kanserlerin alt ve {istlerine asilamiglar ve
degisik zamanlarda kanser alanlarini dlgmiislerdir. iki ay sonra viriilent izolatin kanserli
alani artmasina ragmen, viriilentt+hipoviriilent izolat verilen fidanlarda kanserli alanda
cok az bir gelisme oldugunu, kallus olusumu ile alanin giderek kiigiildiigiinii ifade
etmiglerdir. Celiker (2000) hipoviriilent izolatlarin1 sadece bir viriilent izolatla test
etmisler ve etkin bulmuslardir. Halbuki ¢alismamizda hipoviriilent izolatlarin farkl
viriilent izolatlara kars1 farkli derecelerde etkili oldugu saptanmistir. Bu nedenle etkili
hipoviriilent izolatlarin belirlenmesi igin birden fazla viriilent izolata karsi test
edilmeleri gerekmektedir. Diger yandan Giirer ef al. (2001) boyle bir etkinlik ¢alismasi
yapmamislar sadece hipoviriilent izolatlarin olusturdugu kanserlerin  gelisimini
incelemislerdir. Dogada bu hastaliga kars1 biyolojik savas icin oncelikle hipoviriilent
izolatlarin  bir bolgedeki viriilent izolatlara karsi etkinliginin  belirlenmesi

gerekmektedir.
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4.4.3 Antagonistlerin elde edilmesi

Antagonist Trichoderma ve Penicillium izolatlart C. parasitica igin kabuktan yapilan
izolasyonlar sirasinda fungusun gelismesini sinirlayan izolatlar arasindan segilmistir
(Sekil 4.10). C. parasitica’ nin izolasyonu sirasinda bazi petri kaplarinda Trichoderma

tirlerinin gelistigi bildirilmis (Robbins 1997), ancak bugiline kadar bu funguslarin

C. parasitica’ ya etkinligi arastirilmamastir.

Sekil 4.10 C. parasitica izolasyonu sirasinda gelisen Penicillium ve Trichoderma
kolonileri

Bacillus izolatlan kanserlerden, saglikli oldugu diisiiniilen kestane dallarindan Materyal
ve Yontem bdliimiinde verilen yontemle izole edilmeye calisilmis fakat herhangi bir
bakteriyel gelisme elde edilememistir. Bunun iizerine Diizce, Sinop ve Giresun’dan
alinan kestane ormani topragindan ve kesik dal inokulasyonu sirasinda dallarda gelisen
bakteriyel gelismelerden Bacillus izolatlar1 saglanmistir (Sekil 4.11). Elde edilen

antagonistler ve alindiklar1 yerler Cizelge 4.10° da sunulmustur.
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Sekil 4.11 Giresun yoOresinden alinan toprak orneklerinden yapilan ¢izimler sonucu
gelisen Bacillus kolonileri

Cizelge 4.10 Antagonist izolatlar ve elde edildigi alanlar

Antagonist Izolatin elde edildigi yer Elde edilen | Kullanilan izolatlar

izolatlar1 izolat say1si

Penicillium spp | Bartin, Diizce, Kastamonu, 15 Kp-3, K-26, S4,
Sinop, Zonguldak S-15

Trichoderma Bartin, Diizce, Kastamonu, 8 B-28, D-2, G-d,

spp Sinop, Giresun K-35, S-25

Bacillus spp. Giresun (topraktan izolasyon), 5 B-d, B-s
Diizce (topraktan izolasyon), B-b, B-z

Sinop (topraktan izolasyon),

Giresun (dallardan)

Wilhelm et al.

(1998) Avusturya’da kestane ksilem 6z suyundan elde ettikleri 177

bakteri straininin in vitro kosullarda C. parasitica’ ya antagonist etkilerini aragtirmistir.

Baska bir c¢alismada, ABD’ de bitki oOrtiisii ile kapli olmayan kestaneliklerde
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kabuklardan elde edilen Bacillus megatarium’ izolatlarinin invitro’da C. parasitica’ ya

etkilerini aragtirmiglardir (Groome et al. 2001).

4.4.4 Antagonist izolatlarin etkinliginin fidanlarda belirlenmesi

Antagonistilerin etkinligi; Materyal ve Yontem boliimiinde verildigi gibi kestane fidani
govdelerinde agilan deliklere PDAmb ortaminda gelistirilen viriilent izolat K—19 ile
birlikte Cizelge 4.10° da verilen antagonist izolatlar kullanilarak uygulanmigtir. Bu
uygulamada, Wilhelm ez al. (1998)’ in bakterileri patojen uygulamasindan 2 hafta 6nce
uygulama yontemi benimsenmemistir. Ciinkii bu uygulama seklinin kullanilmasi,
tilkemizde Kestane kanserinin hemen hemen her yerde bulunmasi nedeniyle pratik
degildir. Izolatlar fidanlara agilandiktan 28 giin sonra lezyon boylar1 6lgiilmeye
baslanmistir. 28. giinden sonra 15 giin araliklarla lezyon boylar1 58 giin boyunca

degerlendirilmistir (Ek 3).

Antagonist etkinlikleri iki periyotta yiiriitiilmiistiir. Ik periyotta inokulasyondan 28 giin
sonra en etkili goriilen T-25 izolat1 daha sonraki sayimlarda etkinligini kaybetmistir
(Cizelge 4.11 ve 4.12). Bu donemde ele alinan Bacillus ve Penicillium tiirleri

baslangicta biraz etkili olurken son dénemlerde hig etkili olmamastir.

Birinci donem antagonist ¢alismalarinda, T-25 izolat1 inokulasyondan 28 giin sonra
nekroz boylarim1 % 41 azaltirken, 58 giin sonra bu etki % 1,4’ e diismiistiir (Cizelge
4.11 ve 4.12, Ek 3). Hatta baz1 antagonistler kontrolden daha biiyiik nekroz olusumuna

yol agmislardir.

Bugiine kadar kestane kanserine kargi kullanilan biyolojik etkenler ¢ok sinirhidir.
Wilhelm et al. (1998) Avusturya’da bir Bacillus subtilis straininin invitroda kestane

fidan1 dallarina patojen inokulasyonundan iki hafta once verilmesi durumunda dallar
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hastaliktan tamamen korudugunu saptamislardir. Bagka bir ¢alismada, A.B.D’ de bitki
ortiisii ile kapli olmayan kestaneliklerde kabuklardan elde edilen Bacillus megatarium’
izolatlarinin invitro’da C. parasitica miselyal gelismesini engelledigini, kestane
agaclarina uygulanan bakterilerin uygulamadan 11 ay sonra kabuklardan 3 izolatin
sirasiyla % 44, % 24 ve % 26’sinin ortamlarda tekrar izole edilebildigini saptamislardir.
Arastiricilar bu bakteri popiilasyonunun agaclarda canliligini siirdiirmesi ve in vitro’da
patojene etkili olmasi nedeniyle hastaligi baskida tutabilecegini ileri strmiislerdir

(Groome et al. 2001).

Cizelge 4.11 Farkli antagonist uygulamalar1 sonucunda C. parasitica’ nin degisik
zamanlarda kestane fidanlarinda olusturdugu lezyon boylar1 (1. deneme
sonuglar1 )

Degisik zamanlardaki lezyon boylar1 (cm)*

Uygulamalar 28. giin 43. giin 58.giin
K-19+ T-25 1,85a 3,02a 3,29a
K-19+ T-35 2,90ab 3,83ab 3,25a
K-19 + 7-28 2,59ab 3,28ab 3,48abc
K-19 + P-4 2,70ab 4,23b 4,54bcd
K-19 +P-15 2,31ab 3,50ab 5,28d
K-19 + B-d 2,72ab 3,93ab 4,62cd
K-19 + B-s 3,07b 3,34ab 4,48abcd
K-19 3,18b 3,48ab 3,34ab
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Cizelge 4.12 Farkli antagonist uygulamalarmin C. parasitica’ ya degisik zaman
araliklarindaki etkinlikleri (%) (1.deneme sonugclari)

Uygulamalar % Etki

28.glin 43. giin 58. gilin
K-19 + T-25 41.82 a 13.21 a 1.49 a
K-19 +P-15 27.35 ab -0.57ab -58.08 d
K-19 + T-28 18.55 ab 5.74 ab -4.19 abc
K-19 + P4 15.09 ab -21.55b -35.92 bed
K-19 + B-d 14.46 ab -12.93 ab -38.32 cd
K-19 + T-35 8.80 ab -10.05 ab 2.69 a
K-19 + B-s 3.45b 4.02 ab -34.13 abed

Ikinci dénem ¢alismalarinda T—2 izolatinin her sayimda artan bir etkiye sahip oldugu ve
bu denemenin sonucunda etkisinin % 68’ e ulastig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.13 ve 4.14,
Ek 4, Sekil 4.12). Diger bir Trichoderma izolat1 olan T-d yine zamanla artan bir etki
gostermis fakat 58. giindeki etkisi % 30° da kalmistir. Trichoderma izolatlarinin
Kestane Kanserine etkinligi konusunda bugiine kadar herhangi bir c¢alismaya

rastlanmamistir. T-2 izolatinin etkinligi kiiglimsenecek bir etkinlik degildir.
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Sekil 4.12 Fidanlara asilanan C. parasitica’nin K—19 viriilent izolat1 ile T-2 nolu
Trichoderma izolatinin 58. giinde olusturdugu nekroz alani

Denenen Penicillium tirlerinden birisi (P-3), zamanla degisen oranlarda bir etkinlik
saglamis ve son donemde bu etki % 30 olmustur. Diger Penicillium izolat1 (P-26)

baslangigta biraz etkili olmus fakat son donemde etkisi % 2’ ye diismiistiir.

Ikinci donemde ele alinan ve kesik dal inokulasyonu sirasinda gelismelerden elde edilen
Bacillus’ lar olduk¢a tatminkar sonuglar vermislerdir. Bunlardan B-z izolatinin etkisi
son donemde % 41’e yakin olmustur. Bacillus tiirlerinin canli dokulardaki etkisinin bu
sekilde arastirildigina dair fazla c¢alisma yoktur. Wilhelm et al. (1998) ksilem 06z
suyundan elde edilen 12 izolatin ¢cok hafif engellemeden tamemen engellemeye kadar
degisen etkiler gosterdigi ve en etkili izolatin Bacillus subtilis’in L-25 nolu izolat1
oldugunu sdylemiglerdir. Arastiricilar Bacillus’ u inokulasyondan 3 giin 6nce dallara
uyguladiklarinda 6nemli bir Onleyici etki (% 71) saptarken ayn1 anda verildiginde
onemli bir etki elde edememislerdir. Bizim etkili Bacillus izolatimiz patojenle ayni1 anda
verildiginde % 40 civarinda bir dnleyici etki gostermistir. Bu izolatimizin patojenden
once kullanilmasi ile daha yiiksek bir etki saglanabilir. Ancak dogal ormanlarda bu

kosulu yaratmak miimkiin degildir.
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Cizelge 4.13 Farkli antagonist uygulamalar1 sonucunda C. parasitica’ nin degisik
zamanlarda kestane fidanlarinda olusturdugu lezyon boylar1 (2. deneme
sonuglart)

Degisik zamanlardaki lezyon boylar1 (cm)*

Uygulamalar 28. giin 43.glin 58.giin
Lezyon boylari Lezyon boylari Lezyon boylari
K-19+ T-2 1,59a 1,62a 1,83a
K-19+T-d 2,31bc 3,42b 3,96b
K-19+ P-26 1,91abc 3,62b 5,56¢
K-19 +P-3 2,11abc 3,68b 5,13¢
K-19+ B-z 1,85ab 2,94b 3,40b
K-19+ B-b 1,97abc 3,490 3,95b
K-19 2,49¢ 3,95b 5,76¢

Cizelge 4.14 Farkli antagonist uygulamalarmin C. parasitica’ ya degisik zaman
araliklarindaki etkinlikleri (%) (2. deneme sonuglari)

Uygulamalar % Etki

28. glin 43. giin 58. gilin
K—19+ B-b 20.88 abc 11.64b 3142b
K-19+ B-z 25.70 ab 25.56b 40.97b
K-19 +P-3 15.26 abc 6.83 b 3038 ¢
K—19+P-26 23.29 abc 835b 225¢
K-19+T-d 7.22 be 13.41b 30.55b
K—-19+ T-2 36.14 a 5898 a 68.22a
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4.4.5 Antagonistlerle hipoviriilent izolatlarin etkinliklerinin karsilastirilmasi

Hipoviriilent ve antagonist izolatlarin fidanlarda meydana getirdigi nekroz alanlari
karsilastirilmast 2. etkinlik ¢aligsmalarinda etkili bulunan izolatlar arasinda yapilmistir.
28. giin degerlendirmesinde K—19 viriilent izolata kars1 Z—1 nolu hipoviriilent izolatin
Onleyici etkisi ile T-2 nolu 7richoderma ve B-b nolu Bacillus izolatinin ayni1 gruba
girdigi goriilmiistiir. 43 ve 58. gilin dlglimleri sonucunda da T-2 nolu Trichoderma

izolat1 Z—1 hipoviriilentle ayn1 gruba girmistir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15 Fidanlarda antagonist ve hipoviriilent izolatlarin etkinliginin degisik
zamanlardaki lezyon boylarinin karsilagtirilmasi

Degisik zamanlardaki lezyon boylar1 (cm)*

28. giin 43. giin 58. giin
Uygulamalar | Lezyon Uygulamalar | Lezyon Uygulamalar | Lezyon
boylar1 boylar1 boylar1
K-19+Z7-1 1.52a K-19+T-2 | 1.6la K-19+T-2 | 1.83a
K-19+T-2 | 1.59a K-19+Z-1 1.70ab K-19+7-1 2.64ab
K-19+ Ba—6 | 1.77ab K-19+B-b | 2.39abc K-19+B-b | 3.40bc
K-19+ B-z 1.85abc K-19+T-d 2.42abc K—-19+ Ba—6 | 3.74bc
K-19+P-26 | 1.91abc K-19+ B-z 2.56¢ K-19+ B-z 3.95¢
K-19+ B-b 1.97abc K-19+ Ba—6 | 2.65¢ K-19+T-d 4.00c
K-19+P-3 | 2.11abc K-19+P-3 | 3.02cd K-19+P-3 | 4.0lc
K-19+T-d 2.31bcd K-19 3.10cd K-19+ K49 | 5.34d
K-19 2.49cd K-19+ K49 | 3.56d K-19+P-26 | 5.63d
K-19+ K49 | 2.78d K-19+P-26 | 3.58d K-19 5.76d
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5.SONUC VE ONERILER

Ulkemiz kestane agaclarinin gelecegini tehdit eden C. parasitica’ nin neden oldugu Dal
kanseri hastaligina kars1 uygulanabilecek biyolojik miicadele dnlemlerinin ele alindigi
bu ¢alisma Karadeniz bolgesinde kestanenin en yogun oldugu 11 ilde yiiriitiilmiistiir. Bu
illerde patojenin hipoviriilent strainlerini, antagonist fungus ve Bacillus izolatlarini elde
etmek i¢in drneklemeler yapilmistir. Bu hastaligin tiim Karadeniz bolgesinde bulundugu
saptanmistir. Baz1 illerde hastalik tiim alanda kuruma ve oliimlere yol acarken bazi
alanlarda da kanserlerde iyilesmeler gozlemlenmistir. Tiim bdlgeden 294 izolat elde
edilmis olup, 25’iiniin kiiltiirel 6zelliklerine gore hipoviriilent oldugu saptanmistir. Daha
sonra tiim izolatlar Bavendamm testine tabi tutulmustur. Bavendamm testine gore
izolatlarin 220’ 1 viriilent, 42” si ara karakterde (hipoviriilent veya viriilent), 32° si
hipoviriilent 6zellik gostermistir. Bu, 42 izolatin bazilarinin da hipoviriilent olma
olasilig1 vardir. Ayrica kiiltiirel 6zelliklerine gore hipoviriilent olan izolatlardan iki
tanesi bu testte viriilent olarak degerlendirilmistir. Kiiltiirel o6zellikleri ©nceleri
hipoviriilent olarak degerlendirilen bazi izolatlarin ise zamanla turuncu renkte gelisim
gosterdigi gozlemlenmistir. Bu da kiiltiirel 6zelliklerin de hipoviriilentligi belirlemede
tek basina yeterli olmadigini ortaya koymaktadir. Hipoviriilentligi belirlemede en
giivenilir yontem, dsRNA’nin varliginin ortaya konmasidir. DsRNA’nin varligi
fungusun viriilensini azaltmakta, buna bagl olarak laccase enzim aktivitesi azalmakta,
bunun o6l¢iimiine yardimci olan Bavendamm testinde renk olusmamakta ve kiiltiirde
acik renkli koloni olusumu saglanmaktadir. Ancak bazi izolatlarin bazen beyaz, bazen
turuncu renkte koloni gelisimi gostermelerinin, virlisiin fungus icindeki ¢ogalmasina
bagli olabilecegi disiiniilmektedir. Fungus kadar virlisiin ¢ogalmasini engelleyen
kosullar (ultraviyole 1s1k, cycloheximide’e maruz kalma gibi) yukaridaki degisimi
engellemektedir. Bu calismada Kastamonu, Sinop, Zonguldak, Bartin, Rize, Trabzon
illerinden hipoviriilent izolatlar elde edilmistir. Yaptigimiz baska bir ¢alismada bu

izolatlarin dsRNA igerdigi saptanmustir.
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Elde edilen izolatlarin hepsi elmada ve bir kismi1 ise kesik kestane dalinda patojenite
testine tabi tutulmustur. Bu ¢alisma sonuglarinin istatistik analizi lezyon alanlarinda ¢ok
farklilik oldugunu ortaya koymaktadir. Elma testi ve kesik kestane dal testi uyumsuzluk
gostermigstir. Kiiltiirel 6zelliklerine gore hipoviriilent goriinen bazi izolatlarin Elma
testinde biiylik nekrozlar olusturdugu goriilmiistiir. Caligmada bu iki yontemin de
denenmesine karsilik elde edilen sonuglar bu yontemlerin saglikli sonu¢ vermedigini
gostermistir. Bu nedenle viriilensligin belirlenmesinde en giivenilir yontemin canl

dokularda yani aga¢ yada 3—4 yasinda fidanlarda yapilmasinin olacagi goriilmiistiir.

Bir hipoviriilent izolatin dsRNA icermesi kadar bunu hifsel anastomosisle viriilent
straine de gecirip viriilent straini hipoviriilent hale doniistiirmesi ve vejeatif uyum
gruplarinin da ayni olmasi hipoviriilensligin yayilmasi i¢in ¢ok onemlidir. Bu nedenle
de 294 izolatin uyum gruplar1 tespit edilmis ve izolatlarin biiyiik bir cogunlugunun Eu-1
ve Eu-12 uyum gruplarina girdigi bulunmustur. Izolatlarn ¢ogunlugunun iki uyum
grubunda olmasi, farkli gruplara ¢ok nadir rastlanmasi ve hipoviriilent izolatlarin da bu
yaygin uyum gruplarina dahil olmas1 Karadeniz bdlgesinde bu hastaliga karsi basarili
bir biyolojik miicadele ¢aligmasinin yiiriitiilebilecegini gostermektedir. Bu ¢alisma ile
cesitli bolgelerden elde edilen hipoviriilent izolatlarin kestane alanlarinda biyolojik

miicadele ¢alismalarinda basarili olabilecegi diisiintilmektedir.

Calismada C. parasitica ile biyolojik miicadelede antagonist Trichoderma, Penicillium
ve Bacillus’larin  etkinligi arastirilmistir.  Yapilan izolasyonlar esnasinda siklikla
rastlanan ve kiiltiirde fungusun gelisimini sinirlayan Trichoderma ve Penicillium’ lar
ayrilmis ve kestane fidanlarinda etkinligine bakilmistir. Denemeler Trichoderma spp.’
lerin Penicillium spp.’ lere gore daha umut verici oldugunu gostermistir. Ayrica bazi
Trichoderma sp.’nin hipoviriilent olan izolatlara yakin etkinlik gosterdigi saptanmistir.
Kestane dal ve topraklarindan elde edilen Bacillus® larin ise bazilarinin kanser alanlarini
siirlarken bazilarmin ise tersi bir etki ettigi goriilmiistiir. Bu arastirma sonunda kestane
kanserine karst uyum nedeniyle kullanimi smirli olan hipoviriilent izolatlar gibi

sinirlayict bir etkisi olmayan ve dogada daha ¢abuk yayilabilecegini diisiindiiglimiiz bu
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antagonistlerin basar1 oranlarinin ¢ok diisiik olmadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle bu konu
tizerinde durulmali ve bu antagonist funguslar ile C. parasitica arasindaki iligki
incelenmelidir. Yiksek derecede etkin buldugumuz T-2 nolu 7richoderma izolatinin
dogada etkinliginin belirlenmesi planlanmaktadir. Ozellikle hipoviriilent izolatlarla

birlikte verildiginde Trichoderma sp.” nin daha basarili olacagi diigiiniilmektedir.
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EKLER

Ek 1 C. parasitica izolatlarinin toplandigt iller, numaralar1 ve elma-kesik dal testi
lezyon alanlari, fenol oksidaz testi sonuglar1 ve Avrupa uyum gruplari

Ek 2 C. parasitica hipoviriilent izolatlarin etkinligi ¢alismasinda tespit edilen lezyon
boyutlari

Ek 3 Antagonistlerin etkinligi ¢aligmasinda elde edilen izolatlarin lezyon boyutlar1 (1.
deneme)

Ek 4 Antagonistlerin etkinligi ¢calismasinda elde edilen izolatlarin lezyon boyutlar: (2.
deneme)
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Ek 1 C. parasitica 1zolatlarinin toplandigi iller, numaralar ve elma-kesik dal testi

lezyon alanlari, fenol oksidaz testi sonuglar1 ve Avrupa uyum gruplari

iller izolat | Elma testi lezyon alanlar Kesik Avupa Fenol oksidaz testi
no (cm?) dal uyum sonuglari
lezyon | gruplart | Yok | Orta | Kuvvetli
alanlar1
(cm?)
Artvin Ar-7 2.22a Eu-1 X
A-13 3.70ab Eu-1 X
Ar-9 4.03ab Eu-1 X
Ar-4 4.43ab Eu-1 X
A-8 5.01bc Eu-1 X
A-7 5.91bcd 0.53 Eu-1 X
Ar-2 7.14bcde Eu-1 X
A-2 7.44de Eu-1 X
Ar-1 7.60de Eu-1 X
A-1 8.03de Eu-12 X
Ar-3 8.47e Eu-1 X
A-12 9.33e 0.0 Eu-12 X
Bartin B-24 1.99a 0.0 Eu-1 X
B-13 | 2.49ab 0.0 Eu-1 X
B-8 3.64abc Eu-1 X
B-6 3.93abced Eu-1 X
B-25 | 4.07abcd Eu-1 X
B-14 | 4.27abcd Eu-1 X
B-28 4.54 abcde Eu-1 X
B-15 | 4.64 abcde 0.08 Eu-1 X
Bm-14 | 4.68 abcde Eu-1 X
B-7 4.72 abcde 0.17 Eu-1 X
Bm-2 | 4.95 abcdef Eu-1 X
Bm-28 | 5.01 abcdef Eu-1 X
B-5 5.02 abedef 0.0 Eu-1 X
B-9 5.39bcdefg Eu-12 X
B-22 5.75bcdefgh Eu-1 X
B-2 5.89cdefgh 0.0 Eu-1 X
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Ek 1 C. parasitica izolatlarinin toplandig: iller, numaralar1 ve elma-kesik dal testi
lezyon alanlari, fenol oksidaz testi sonuglar1 ve Avrupa uyum gruplar1 (devami)

Iller Izolat Elma testi lezyon alanlar Kesik Avupa Fenol oksidaz testi
no (cm?) dal uyum sonuglari
lezyon | gruplart | Yok | Orta | Kuvvetli
alanlar1
(cm?)
B-20 5.97cdefghi 0.0 Eu-1 X
B-11 5.99cdefghi Eu-1 X
B4 6.12cdefghi Eu-1 X
Ba-28 | 6.60cdefghi Eu-1 X
B-12 6.62cdefghi Eu-12 X
Bm-7 | 6.64cdefghi Eu-12 X
B-1 6.71cdefghi Eu-12 X
B-19 7.13defghi 0.0 Eu-1 X
B-3 7.75efghi Eu-1 X
Ba—4 8.23fghi Eu-1 X
Ba-15 | 8.53ghi Eu-2 X
Ba-2 8.71hi 0.0 Eu-1 X
B-17 9.201 0.0 Eu-1 X
Ba-6 9.241 0.0 Eu-1 X
Diizce D-10 1.99a Eu-1 X
D-2 4.26ab Eu-1 X
D-4 4.83b 0.0 Eu-1 X
D-13 5.31bc Eu-1 X
D-3 5.42bc Eu-1 X
D-6 5.80bc Eu-1 X
D-18 5.89bc Eu-1 X
D-7 7.88cd Eu-1 X
D-15 8.68d Eu-1 X
D-1 10.22d 0.0 Eu-1 X
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Ek 1 C. parasitica izolatlarinin toplandig: iller, numaralar1 ve elma-kesik dal testi
lezyon alanlari, fenol oksidaz testi sonuglar1 ve Avrupa uyum gruplar1 (devami)

Iller izolat | Elma testi lezyon alanlar Kesik Avupa Fenol  oksidaz  testi

no (cm?) dal uyum sonuglari

lezyon | gruplari

alanlar1

(em?) Yok | Orta | Kuvvetli

Giresun G-32 1.58a 0.4 Eu-1 X

G-23 2.11ab Eu-12 X
G-19 2.89abc 0.0 Eu-1 X
Gm-1 3.37abcd Eu-1 X
G-1 3.37abcd Eu-1 X
Gk-5 3.92abcde Eu-1 X
Gm-15 | 4.38 abcdef Eu-1 X
G-29 4.83 bedefg 0.0 Eu-1 X
G-36 5.11 cdefgh Eu-1 X
Gd-1 5.17 cdefghi Eu-1 X
G-27 5.23 cdefghij Eu-1 X
G-31 5.55 cdefghij Eu-1 X
Gm-16 | 5.58 cdefghij Eu-1 X
G-4 5.78 cdefghij Eu-1 X
G-21 5.78 cdefghij Eu-1 X
G-25 5.85 cdefghij Eu-1 X
G-34 6.38 defghyj Eu-1 X
G-11 6.44 defghij Eu-1 X
G-17 6.79 efghyj Eu-1 X
G-10 6.79 efghyj Eu-1 X
G-18 7.22 fghij Eu-1 X
G-5 7.31 fghyj Eu-1 X
G-20 7.43 fghij Eu-1 X
G-15 7.72 ghyj Eu-1 X
G-30 7.98 ghyj Eu-1 X
G-34 8.24yj Eu-1 X
G-16 8.32j Eu-1 X
G-14 8.34j Eu-1 X
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Ek 1 C. parasitica izolatlarinin toplandig: iller, numaralar1 ve elma-kesik dal testi
lezyon alanlari, fenol oksidaz testi sonuglar1 ve Avrupa uyum gruplar1 (devami)

Iller izolat | Elma testi lezyon alanlar Kesik Avrupa Fenol  oksidaz  testi

no (cm?) dal uyum sonuglari

lezyon | gruplari

alanlar1

(cn) Yok | Orta | Kuvvetli

Kastamonu | K-47 1.58a Eu-1 X

Kc-3 2.34ab 0.0 Eu-1 X
K-55 2.34ab Eu-1 X
K-5 2.39ab 0.0 Eu-2 X
K-49 2.47ab 0.0 Eu-1 X
K-19 2.61ab 11.27 Eu-1 X
K-6 2.68abc Eu-1 X
K-61 2.80abc Eu-1 X
Ki-30 | 3.14abcde Eu-1 X
K-53 2.92abcde Eu-1 X
K-1 3.03abcde Eu-1 X
K-48 3.15abcde 0.0 Eu-1 X
K-31 3.19abcdef Eu-1 X
Kc-22 | 3.41abcdefg Eu-1 X
K-50 3.62abcdefg 1.95 Eu-1 X
K-57 3.62abcdefg Eu-1 X
Ki-24 | 3.69abcdefgh Eu-1 X
Ki-29 | 3.72abcdefgh Eu-1 X
K-28 3.75abcdefgh Eu-1 X
K-58 3.78abcdefgh Eu-1 X
K-7 3.95abcdefghi Eu-1 X
K-17 4.10abcdefghyj 2.40 Eu-1 X
K-32 4.38abcdefghijk Eu-1 X
K-8 4.54abcdefghijkl 0.3 Eu-1 X
Kc-13 | 4.68 bedefghijkl Eu-1 X
K-46 4.86 bedefghjkl 2.47 Eu-14 X
K-24 4.89 bedefghijkl 0.0 Eu-1 X
K-25 4.91 bedefghijkl Eu-1 X
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Ek 1 C. parasitica izolatlarinin toplandig: iller, numaralar1 ve elma-kesik dal testi
lezyon alanlari, fenol oksidaz testi sonuglar1 ve Avrupa uyum gruplar1 (devami)

Iller izolat | Elma testi lezyon alanlar Kesik Avupa Fenol  oksidaz  testi

no (cm?) dal uyum sonuglari

lezyon | gruplari

alanlar1

(cn) Yok | Orta | Kuvvetli
Ke-15 | 4.93bcdefghijklm Eu-1 X
K-34 4.94bcdefghijklm Eu-1 X
K-18 5.01bcdefghijklm Eu-12 X
Ki-18 | 5.03bcdefghijklm Eu-1 X
Ki-33 | 5.12bedefghijklmn Eu-1 X
K-40 5.29bcdefghijklmn Eu-1 X
Kce-7 5.69bcdefghijklmn Eu-1 X
K-37 5.88 defghijklmn Eu-1 X
Ke-2 5.93defghijklmn Eu-1 X
Ke-11 | 5.95defghijklmn Eu-1 X
K-16 6.00 efghijklmn Eu-1 X
Ke-16 | 6.01 efghijklmn Eu-1 X
K-62 6.05 efghijklmn Eu-1 X
Ke-20 | 6.22 fghijklmn Eu-14 X
K-59 6.28ghijklmn 0.0 Eu-1 X
K-52 6.32ghijklmn 0.0 Eu-1 X
K-35 6.38 ghijklmn Eu-1 X
K-10 6.39 ghijklmn Eu-1 X
K-41 6.42 ghijklmn Eu-1 X
K-12 6.71hijklmn 0.0 Eu-1 X
Kc-24 | 6.76 hijklmn 0.82 Eu-1 X
K-4 6.97 jklmn 0.0 Eu-1 X
K-20 7.06 1jklmn 8.1 Eu-5 X
K-13 7.08 jklmn Eu-1 X
Kc-4 7.15 jklmn 2.60 Eu-1 X
K-15 7.43klmn Eu-1 X
K-60 7.48lmn 0.0 Eu-1 X
K-42 7.561lmn Eu-1 X
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Ek 1 C. parasitica izolatlarinin toplandig: iller, numaralar1 ve elma-kesik dal testi
lezyon alanlari, fenol oksidaz testi sonuglar1 ve Avrupa uyum gruplar1 (devami)

Iller izolat | Elma testi lezyon alanlar Kesik Avrupa Fenol  oksidaz  testi
no (cm?) dal uyum sonuglari
lezyon | gruplari
alanlar1
(e Yok | Orta | Kuvvetli
K-45 7.99mn 3.96 Eu-1 X
Kc-17 | 8.10n Eu-1 X
K-44 10.960 1.62 Eu-1 X
Ordu 0-5 3.60a Eu-1 X
0-23 3.85ab Eu-1 X
0-22 5.27abc Eu-1 X
0O-7 5.51abc Eu-1 X
Of-1 5.75abc Eu-1 X
0-2 6.07abc Eu-1 X
O-11 6.33abcd 0.0 Eu-1 X
0-6 6.77abcd 0.0 Eu-1 X
O-14 7.17abed Eu-1 X
0-9 7.20abcd Eu-1 X
0-25 7.35bed Eu-1 X
O-18 7.63cd Eu-1 X
0-20 7.71cd Eu-1 X
0-21 7.79¢d 4.03 Eu-1 X
O-12 8.76¢d 4.83 Eu-12 X
OF-2 9.84d Eu-1 X
Rize R-17 2.15a 0.43 Eu-1 X
Ra-30 | 2.25a Eu-1 X
Ra-26 | 2.47a Eu-1 X
Ra-25 | 2.93ab Eu-1 X
R-11 2.95ab Eu-1 X
R¢-2 3.89abc Eu-1 X
R¢-16 | 4.37abce Eu-1 X
R¢-18 | 4.46abc Eu-1 X
Ra-24 | 4.50abc Eu-1 X
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Ek 1 C. parasitica izolatlarinin toplandig: iller, numaralar1 ve elma-kesik dal testi
lezyon alanlari, fenol oksidaz testi sonuglar1 ve Avrupa uyum gruplar1 (devami)

Iller izolat | Elma testi lezyon alanlar Kesik Avrupa Fenol  oksidaz  testi
no (cm?) dal uyum sonuglari
lezyon | gruplari
alanlar1
(cn7) Yok | Orta | Kuvvetli
Ra-21 | 5.21bcd Eu-1 X
Ra-3 5.34cd 0.0 Eu-1 X
Ra-28 | 5.59cd Eu-1 X
R¢-19 | 5.68cd Eu-1 X
R-9 7.04d Eu-1 X
Samsun Sa-9 2.87a Eu-1 X
Sa—6 2.87a Eu-1 X
Sa—14 | 4.138ab 1.15 Eu-1 X
Sa—-15 | 4.56abc Eu-1 X
Sat-1 | 4.64abc Eu-1 X
Sa-2 5.42bcd Eu-1 X
Sa—4 6.15bcde 2.46 Eu-1 X
Sa—11 | 6.69cde Eu-1 X
Sa—7 6.79cde Eu-1 X
Sa-3 7.12de Eu-1 X
Sa—12 | 8.06ef Eu-1 X
Sa-8 9.57f 243 Eu-1 X
Sinop Si-14 1.87a Eu-1 X
Si-12 | 3.14ab Eu-1 X
S-54 3.14ab Eu-1 X
Si-76 | 4.00abc Eu-1 X
Si-43 | 4.06 abcd Eu-1 X
S-3 4.21abcde 1.26 Eu-1 X
Si-59 | 4.46 abcdef Eu-1 X
Si-70 4.64abcdefg Eu-1 X
Si—26 | 4.83abcdefgh Eu-1 X
Si—62 | 4.92abcdefghi Eu-1 X
Si—48 | 5.01 abcdefghi Eu-1 X

79



Ek 1 C. parasitica izolatlarinin toplandig: iller, numaralar1 ve elma-kesik dal testi
lezyon alanlari, fenol oksidaz testi sonuglar1 ve Avrupa uyum gruplar1 (devami)

Iller izolat | Elma testi lezyon alanlar Kesik Avrupa Fenol  oksidaz  testi

no (cm?) dal uyum sonuglari

lezyon | gruplari

alanlar1

(cn) Yok | Orta | Kuvvetli
Si—69 | 5.13abcdefght Eu-1 X
Si—65 | 5.30 abcdefghi Eu-1 X
Si-29 5.32abcdefghi Eu-1 X
Si—51 | 5.44 abcdefghij Eu-1 X
S-24 5.47abcdefghijk Eu-1 X
Si-36 | 5.48abcdefghijk Eu-1 X
Si-23 | 5.49abcdefghijk Eu-1 X
Si—-75 | 5.56 abcdefgijkl Eu-12 X
Si-13 | 5.66 abcdefghijkl Eu-1 X
Si—16 | 5.73 bedefghijklm Eu-1 X
Si-37 | 5.75bcdefghijklmn Eu-1 X
Si—7 5.77bcdefghijklmn Eu-1 X
Si—57 | 6.11bcdefghijklmno Eu-1 X
Si—66 | 6.28bcdefghijklmnop Eu-1 X
Si—-17 | 6.40bcdefghijklmnop Eu-1 X
Si-30 | 6.45bcdefghijklmnop Eu-1 X
Si-2 6.47bcdefghijklmnop Eu-1 X
Si-9 6.59bcdefghijklmnop Eu-1 X
Si-33 | 6.59bcdefghijklmnop Eu-1 X
Si—11 | 6.62bcdefghijklmnop Eu-1 X
S-36 6.65bcdefghijklmnop 3.53 Eu-1 X
Si—40 | 6.65bcdefghijklmnop Eu-1 X
Si—10 | 6.77bcdefghijklmnop Eu-1 X
Si-3 6.78bcdefghijklmnop Eu-1 X
Si—41 | 6.82bcdefghijklmnop Eu-1 X
Si—46 | 6.86bcdefghijklmnopr Eu-1 X
Si—54 | 6.89bedefghijklmnopr Eu-1 X
Si—64 | 6.92bcdefghijklmnopr Eu-1 X
Si—44 | 6.92bcdefghijklmnopr Eu-1 X
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Ek 1 C. parasitica izolatlarinin toplandig: iller, numaralar1 ve elma-kesik dal testi
lezyon alanlari, fenol oksidaz testi sonuglar1 ve Avrupa uyum gruplar1 (devami)

Iller izolat | Elma testi lezyon alanlar Kesik Avrupa Fenol  oksidaz  testi

no (cm?) dal uyum sonuglari

lezyon | gruplari

alanlar

(cn7) Yok | Orta | Kuvvetli
Si—55 | 6.94bcdefghijklmnopr Eu-1 X
Si—56 | 7.03bedefghijklmnopr Eu-1 X
Si-38 | 7.16cdefghijklmnopr Eu-1 X
Si—50 | 7.17cdefghijklmnopr Eu-1 X
Si—67 | 7.22cdefghijklmnopr Eu-1 X
S-37 7.22cdefghijklmnopr 3.0 Eu-1 X
Si-5 7.24cdefghijklmnopr Eu-1 X
S-30 7.24cdefghijklmnopr Eu-12 X
Si-18 | 7.34cdefghijklmnopr Eu-1 X
S-26 7.45cdefghijklmnopr Eu-1 X
Si-72 | 7.51cdefghijklmnopr Eu-1 X
Si—4 7.65cdefghijklmnopr Eu-1 X
Si-42 7.70cdefghijklmnopr Eu-1 X
Si-34 | 7.70cdefghijklmnopr Eu-1 X
Si—61 7.71cdefghijklmnopr Eu-1 X
Si—68 | 7.75cdefghijklmnopr Eu-1 X
Si—24 | 7.77cdefghijklmnopr Eu-12 X
S-34 7.94cdefghijklmnopr Eu-1 X
S—40 8.02defghijklmnoprs Eu-1 X
Si-8 8.14efghijklmnoprs Eu-12 X
Si-53 | 8.29 fghijklmnoprs Eu-1 X
Si-28 | 8.30 fghijklmnoprs Eu-1 X
Si—47 | 8.52 ghijklmnoprs Eu-1 X
S—48 8.76hijklmnoprs Eu-1 X
Si—52 | 8.87yklmnoprs Eu-1 X
S—4 9.37 jklmnoprs 4.0 Eu-1 X
S-7 9.44klmnoprs Eu-1 X
S-31 9.53 Imnoprs Eu-1 X
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Ek 1 C. parasitica izolatlarinin toplandig: iller, numaralar1 ve elma-kesik dal testi
lezyon alanlari, fenol oksidaz testi sonuglar1 ve Avrupa uyum gruplar1 (devami)

Iller izolat | Elma testi lezyon alanlar Kesik Avrupa Fenol  oksidaz  testi

no (cm?) dal uyum sonuglari

lezyon | gruplari

alanlar1

(e Yok | Orta | Kuvvetli
Si-1 9.67 mnoprs Eu-1 X
Si—73 | 9.73 noprss Eu-1 X
Si—15 | 9.78 oprs Eu-1 X
Si—45 | 10.14 prs Eu-1 X
Si-39 | 10.48rs Eu-1 X
S-50 10.75s Eu-1 X

Trabzon Tb-32 | 3.05a 0.0 Eu-12 X

T-17 3.14ab Eu-1 X
T-6 3.23ab Eu-1 X
Tb-34 | 3.83abc Eu-12 X
Tv-19 | 4.22abcd Eu-1 X
T-8 4.22abcd Eu-1 X
Tv-11 | 4.43abcd Eu-1 X
Tv-17 | 4.74abcd Eu-1 X
T-15 4.75abed Eu-1 X
Tv-14 | 4.89abcd Eu-1 X
T-5 5.18abcd Eu-1 X
T-7 6.23abcd 9.85 Eu-1 X
T-14 6.44bcd Eu-1 X
Tb-31 | 6.61cd Eu-1 X
T-9 6.62cd Eu-1 X
T-1 6.81cd 4.22 Eu-1 X
T-13 7.01cd Eu-12 X
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Ek 1 C. parasitica izolatlarinin toplandig: iller, numaralar1 ve elma-kesik dal testi
lezyon alanlari, fenol oksidaz testi sonuglar1 ve Avrupa uyum gruplar1 (devami)

Iller izolat | Elma testi lezyon alanlar Kesik Avrupa Fenol  oksidaz  testi

no (cm?) dal uyum sonuglari

lezyon | gruplari

alanlar1

(cn7) Yok | Orta | Kuvvetli
T-18 7.10cd Eu-1 X
Tv-12 | 7.11cd Eu-1 X
Tv-18 | 7.45d Eu-1 X

Zonguldak | Z-23 0.4917a 0.35 Eu-1 X

Z-1 2.67ab 0.0 Eu-1 X
74 2.81ab 0.0 Eu-1 X
73 3.58b 0.0 Eu-1 X
Z-ur 4.09bc 0.0 Eu-1 X
Zk-10 | 4.75bcd Eu-1 X
Z-12 5.01bcde Eu-1 X
Z--9 5.05bcde Eu-1 X
Z-21 5.10bcde 0.0 Eu-1 X
Zk-9 6.27cdef Eu-1 X
Z-10 6.56cdefg 0.0 Eu-12 X
Z-11 6.98defgh 0.0 Eu-1 X
z-7 7.60efgh 0.0 Eu-12 X
Z-19 7.64efgh 0.15 Eu-1 X
Z-5 8.18fgh 0.0 Eu-1 X
7-20 8.26fgh Eu-1 X
Z-24 8.85fgh Eu-12 X
Ze-22 | 9.19gh Eu-12 X
Zk-11 | 9.34h Eu-1 X
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Ek 2 C. parasitica hipoviriilent izolatlarin etkinligi ¢alismasinda tespit edilen lezyon boyutlari

1.degerlendirme

2. degerlendirme

3. degerlendirme

4.degerlendirme

5. degerlendirme

izolat No 21. glin 28.giin 35.glin 43.giin 50.giin
Tekerrlir | Lezyon boyu | Tekerriir | Lezyon boyu | Tekerriir | Lezyonboyu | Tekerriir | Lezyon boyu Tekerriir | Lezyon boyu
No (cm) No (cm) No (cm) No (cm) No (cm)

K-19 1 2.4 1 2.1 1 3 1 4.8 1 5
K-19 2 2.2 2 2.8 2 3.2 2 3.6 2 5
K-19 3 2.7 3 2.8 3 3.2 3 4.5 3 5.2
K-19 4 2 4 2.2 4 3 4 3.5 4 6
K44 1 2.6 1 2.6 1 2.1 1 3.6 1 4
K44 2 2 2 2.2 2 2.1 2 3.3 2 4
K44 3 2.7 3 2.8 3 2.9 3 3.7 3 4.1
K44 4 1.7 4 2.6 4 2.9 4 2.7 4 4.1
7-1 1 1.5 1 1.8 1 1.7 1 1.8 1 3
7-1 2 1.6 2 2.7 2 2.7 2 3 2 3.2
7-1 3 1.7 3 2 3 1.9 3 1.9 3 3.9
7-1 4 2 4 1.8 4 1.9 4 1.7 4 2.9
Ba—6 1 2 1 1.9 1 2.5 1 3 1 5.3
Ba—6 2 3 2 2.3 2 2.7 2 4 2 4
Ba—6 3 1.5 3 3 3 3.2 3 3.2 3 3.4
Ba—6 4 1.8 4 2.1 4 4.2 4 5.3 4 6.6
K49 1 3.6 1 1.4 1 1.6 1 2.4 1 3.6
K49 2 1.2 2 2.2 2 1.8 2 2.4 2 3
K—49 3 1.5 3 0.9 3 3.1 3 3.8 3 8
K—49 4 1 4 1.5 4 3.2 4 2.5 4 5
K-19+7-1 1 1.5 1 1.7 1 1.1 1 2.2 1 2.7
K-19+7-1 2 1.5 2 1.5 2 1.7 2 2.5 2 3
K-19+7-1 3 1.8 3 1.9 3 1.7 3 1.1 3 33
K-19+7-1 4 1 4 1.2 4 2 4 2.5 4 1.5




¢8

Ek 2 Hipoviriilentlerin etkinligi calismasinda elde edilen izolatlarin lezyon boyutlar1 (devami)

1.degerlendirme

2. degerlendirme

3. degerlendirme

4.degerlendirme

5. degerlendirme

Izolat No 21. giin 28.giin 35.giin 43.giin 50.giin
Tekerriir | Lezyon boyu | Tekerriir | Lezyon boyu | Tekerriir | Lezyon boyu | Tekerriir | Lezyon boyu Tekerriir | Lezyon boyu
No (cm) No (cm) No (cm) No (cm) No (cm)

K19+Ba-6 1 2.2 1 2 1 2.2 1 3.2 1 3.1
K19+Ba-6 2 1.5 2 1.8 2 2.1 2 3.1 2 3.5
K19+Ba-6 3 1.7 3 2.3 3 2.7 3 34 3 3.3
K19+Ba-6 4 2.5 4 1.3 4 3 4 3.5 4 4.2
K-19+K-49 1 2.4 1 3.3 1 3.7 1 5.6 1 5
K-19+K-49 |2 2.2 2 2.3 2 3.7 2 4.1 2 4.4
K-19+K—49 |3 3 3 2.5 3 3.2 3 34 3 5.6
K-19+K-49 | 4 2.2 4 3.1 4 3.4 4 5 4 6.3
K-44+7-1 1 1.5 1 2 1 0.8 1 1.5 1 3
K-44+7-1 2 1.7 2 1.8 2 1.8 2 2.6 2 3
K-44+7-1 3 0.5 3 1.3 3 2.1 3 1.6 3 3.3
K-44+7-1 4 0.8 4 1.5 4 1.5 4 2.2 4 2
K-44+Ba-6 1 2.1 1 2 1 2.2 1 2.4 1 2.4
K-44+Ba-6 2 1.6 2 2.3 2 3.4 2 2.4 2 2.5
K-44+Ba-6 3 1 3 1.5 3 3.8 3 4.2 3 4
K-44+Ba-6 4 2.1 4 2.2 4 2.3 4 3 4 4.5
K—44+K-49 |1 2 1 3 1 4 1 4.1 1 4.5
K-44+K-49 |2 2.5 2 2.5 2 3.2 2 1.6 2 2.4
K—44+K-49 |3 1 3 1.2 3 3 3 4.4 3 4.4
K-44+K-49 | 4 2 4 2.3 4 3.8 4 4.7 4 6.3




Ek 3 Antagonistlerin etkinligi ¢calismasinda elde edilen izolatlarin lezyon boyutlar (1.

deneme)
izolat no Tekerriir 1. degerlendirme 2. degerlendirme 3. degerlendirme
28.gilin 43.giin 58.gilin
Lezyon boyu Lezyon boyu Lezyon boyu

K-19 1 3.1 3 3.5
K-19 2 3 4 33
K-19 3 29 34 2.7
K-19 4 3.5 34 3.8
T-25 1 2.5 3.6 3.5
T-25 2 23 3.6 4
T-25 3 2 2.8 3.5
T-25 4 3.2 34 32
T-35 1 3.1 3.5 3.6
T-35 2 3 4.2 2.5
T-35 3 2.5 4 3.7
T-35 4 3.1 3.6 32
T-28 1 1.9 4.2 3.6
T-28 2 1.5 3 3.5
T-28 3 2 2.8 33
T-28 4 1.9 2.9 3.1
P-15 1 22 4.7 5
P-15 2 2.5 3.9 5.2
P-15 3 2.5 3.5 5
P-15 4 2.1 3 5.6
P4 1 2.1 3.7 4.5
P4 2 2.7 34 4.2
P4 3 2.5 4.2 4.7
P4 4 3 4.8 4.6
B-d 1 2 2.9 33
B-d 2 3 2.8 3.8
B-d 3 1.6 3.6 3.5
B-d 4 3.6 5 6.2
B-s 1 3 1.6 6.6
B-s 2 3.3 4 52
B-s 3 4.5 2.2 3
B-s 4 1.9 4.3 4.7
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Ek 4 Antagonistlerin etkinligi calismasinda elde edilen izolatlarin lezyon boyutlari

(2. deneme)
Izolat no Tekerriir 1. degerlendirme 2. degerlendirme | 3. degerlendirme
28.glin 43.glin 58.giin
Lezyon boyu Lezyon boyu Lezyon boyu

K-19+P-3 1 1.2 2.6 3.5
K-19+P-3 2 1.6 2.2 4
K-19+P-3 3 2.1 34 5
K-19+P-3 4 2.6 4.9 6.2
K-19+P-26 1 1.2 4.4 4.5
K-19+P-26 |2 2.3 5.1 5.5
K-19+P-26 |3 1.9 3.2 6.7
K-19+P-26 |4 1.9 3 5
K-19+T-2 1 1.4 1.7 2.3
K-19+T-2 2 1 1.4 2.7
K-19+T-2 3 1.5 1.1 1.8
K-19+T-2 4 2 2.1 1.3
K-19+T-d 1 2.7 1.3 3.7
K-19+T-d 2 2.4 3.5 3.7
K-19+T-d 3 2 37 3.5
K-19+T-d 4 2.4 37 4.5
K-19+B-b 1 2.2 34 3.5
K-19+B-b 2 2.5 2 3
K-19+B-b 3 1.5 3.2 3.5
K-19+B-b 4 2 3.1 3.5
K-19+B-z 1 2 3.1 3.5
K-19+B-z 2 2.2 3 4
K-19+ B-z 3 1.9 34 4
K-19+ B-z 4 1.6 3.9 4
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