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Ankara Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Bitki Koruma Anabilimdalı 

 

Danışman: Prof. Dr. Y. Zekai KATIRCIOĞLU 
 

Kestane Kanserinin biyolojik savaşım çalışmaları Karadeniz bölgesinde kestanenin yaygın 
olduğu Artvin, Bartın, Giresun, Düzce, Kastamonu, Ordu, Rize, Samsun, Sinop,  Trabzon, 
Zonguldak illerinde yürütülmüştür. Bu bölgeden elde edilen 294 izolatın virülenslikleri kültürel 
özellikler, elma testi, kesik dal inokülasyon yöntemi ve Bavendamm testi ile belirlenmiştir. 
Kültürel özelliklerine göre 294 izolattan 25’ inin hipovirülent olduğu saptanmıştır. Elma 
testinde izolatların oluşturduğu nekroz boyları arasında oldukça fazla sayıda farklı gruplar 
oluşmuştur. Bu nedenle, bu testte hipovirülent izolatların ayrımı belirgin olarak ortaya 
konamamıştır. Kesik dal inokülasyon yönteminde daha az sayıda izolatla çalışılmasına rağmen 
izolatlar arası varyasyon çok olmuş ve bu yöntemde elde edilen sonuçlarla elma testi ve 
izolatların kültürel özelliklerine göre hipovirülentlerinin ayrılması arasında bir paralellik 
saptanamamıştır. Bavendamm testi sonuçlarına göre izolatlar üç grup oluşturmuşlardır. Bu testte 
açık ve koyu renkli gelişen izolatlar sırasıyla hipovirülent ve virülent izolatları temsil 
etmektedir. Bu sonuçlarla izolatların kültürel özelliklerine göre ayrımı uyumlu olmuştur. Ancak 
Bavendamm testinde orta renkte gelişen izolatların hipovirülent veya virülent olanları 
görülmüştür. Karadeniz bölgesinde kestane kanseri etmeninin 5 Eu uyum grubu içinde yer 
aldıkları en yaygın uyum gruplarının Eu-1 ve Eu-12 olduğu belirlenmiştir.  Hipovirülent 
izolatların çoğunluğu Eu-1 uyum grubuna girmişlerdir. Bu gruptaki 3 hipovirülent izolatın iki 
virülent izolatın oluşturduğu kanserleri etkilemeleri farklı olmuştur. En yüksek etkiyi Z-1 
hipovirülent izolatı K-19 virülent izolatına karşı göstermiş olup bu virülent izolatın kanserlerini 
% 54.16  önlemiştir. Kestane fidanlarında test edilen antagonistler içinde en yüksek etkiyi 5 
Trichoderma izolatı içinden  T-2 nolusu göstermiştir. Etkinliği denenen  4 Bacillus izolatından 
bir tanesi (Bz),  fazla yüksek olmayan bir etki (% 40.97) göstermiştir. Ele alınan 4 Penicillium 
izolatından hiç biri yeterli koruyucu etkiyi sağlamamıştır. 
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Researches on the Biological Control of Chestnut Blight (C. parasitica) in Black Sea 
Region 
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Biological control of chestnut canker was studied in Black Sea region in the provinces of 
Artvin, Bartın, Giresun, Düzce, 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.  
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1. GİRİŞ 

 

Kestane, Kuzey Yarım Kürenin Asya, Avrupa ve Amerika kıtalarında ve kısmen de 

Güney Amerika’da doğal olarak bulunan bir orman ağacı ve aynı zamanda kültüre 

alınan bir meyve türüdür. Yıllara göre değişmekle beraber 2002 istatistiklerine göre 

dünya kestane üretimi 962,000 ton’ dur. Ülkelerin kestane üretiminde Çin ilk sırayı 

almakta, onu Güney Kore, İtalya, Türkiye, Bolivya ve Fransa izlemektedir (Soylu 

2004). 

 
 
Türkiye’ de kestane Karadeniz, Marmara ve Ege bölgelerinde üretilmektedir ve bu 

bölgelerde gün geçtikçe artan bir üretim düşüklüğü görülmektedir. Bunun en büyük 

sebebi ülkemizde ilk kez 1967 yılında Marmara bölgesinde kayda geçen Cryphonectria 

parasitica (Murr.) Barr.’ nın neden olduğu Kestane kanseri hastalığıdır. Hastalık Bursa 

ve Sakarya’ da Delen (1979), Coşkun ve Kural (1994); Yalova’ da Yürektürk (1996), 

Delen (1979); Bolu, Sinop, Kastamonu, Zonguldak‘ da Delen (1979), Coşkun ve Kural 

(1994); Bartın’da Coşkun ve Kural (1994); Balıkesir, Çanakkale, İzmir ve Manisa’ da 

Demir ve Çeliker (1994), Demir ve arkadaşları (1995) ve son olarak da kestane 

yetiştiriciliğinde ilk sırayı alan Aydın ilinde Erincik vd. (2003) tarafından tespit 

edilmiştir (Çeliker 2000). 

 

Kestane üretiminin yapıldığı diğer bölgelerde olduğu gibi Karadeniz Bölgesinde de 

kestane ağaçlarında bu hastalıktan dolayı kurumalar olduğuna dair şikayetler 

bulunmaktadır. Kestane kanserinin gittikçe yayılması ve etmene karşı mücadelede 

yetersiz ve başarısız olunması nedeniyle gerek odunu gerekse meyvesinden yararlanarak 

geçimini sağlayan birçok insan şu anda zor durumdadır.  

 

Bu nedenle son derece ciddi sorunlar yaratan bu hastalığın önlenmesinde çeşitli 

mücadele yöntemleri denenmiştir. Bunlardan biri karantinadır. Bu hastalık bir karantina 

hastalığıdır (Anonymous 2005). Karantina önlemleri Dünya’da ve ülkemizde 

uygulanmasına rağmen hastalığın yayılmasına engel olunamamıştır. 
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Cryphonectria parasitica’ nın neden olduğu Kestane Kanseri hastalığı son yıllarda 

kestane ağaçlarında ciddi boyutlarda zarara neden olmuştur. Bu hastalığın ülkemizde 

kestane yetişen her yerde bulunduğu kayıtlıdır. Mücadele yöntemlerinden biri olan 

kimyasal mücadele çalışmalarında bazı sistemik fungisitlerin kullanılması önerilmiş, 

ancak bu yöntem uygulama zorlukları ve ekonomik olmaması, aynı zamanda bu 

fungisitlere karşı oluşabilecek dayanıklılık nedeniyle tercih edilememektedir (Delen 

1979).  

 
 
 
Hastalığın bir çok yönü, özellikle diğer savaşım yöntemleri dünyada geniş kapsamlı 

araştırılmış olup savaşımda en fazla başvurulan ve kullanılmaya başlanan yöntem 

hastalık etmeninin düşük virülensli (hipovirülent) tiplerinin (strain) belirlenip bu 

strainlerin uyumlu olduğu aktif kanserlere bulaştırılması (inokülasyon) dır. Bunun için 

bir bölgedeki kestane ağaçlarının virülent ve hipovirülent strainlerinin uyum grupları ile 

birlikte tespiti ve aktif kanserli alanlara uyumlu hipovirülent strainlerin uygulanması 

gerekmektedir. 

 

 

Dünyada Kestane Kanserine karşı en çok kullanılan mücadele yöntemi biyolojik 

mücadeledir. Biyolojik mücadele birçok ülkede başarı ile uygulanmakta ve hastalığa 

karşı en etkili yöntem olarak karşımıza çıkmaktadır. Bu yöntemde fungusun 

hipovirülent strainleri tedavi edici olarak kullanılmaktadır. Hipovirülent strainlerin ve 

uyum gruplarının tespiti üzerine dünyada birçok çalışma yapılmaktadır (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). Ülkemizde de hipovirülent strainlerin 

tespitine yönelik çeşitli çalışmalar yapılmıştır (Çeliker 2000, Coşkun et al. 1999, 

Çeliker 2000, Gürer et al. 2001). Ülkemizde geniş bir kestane alanının olduğu 

Karadeniz Bölgesi’ nde Coşkun et al.  (1999)  Giresun, Rize, Zonguldak, Kastamonu ve 

Sinop, Gürer et al.  (2001) Akçakoca ve Keşap’ tan izolatlar elde etmişler ve onları 
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karakterize etmişlerdir. Araştırıcılar bu izolatların hipovirülent strainlerini ve uyum 

gruplarını belirlemişledir. Ancak elde ettikleri hipovirülent strainleri bu alanlarda 

hastalığın mücadelesi için kullanmamışlardır. 

 

Hipovirülent strainlerin, biyolojik mücadelede kulanılmalarına rağmen doğada 

yayılmaları çok zaman almaktadır. Halbuki bulunabilecek bir antagonist bakteri veya 

fungus doğada daha çabuk yayılabilecek ve hastalığı daha çabuk baskıda tutabilecektir. 

Bu çalışma sonucunda araştırma bölgesi için orman ekosisteminde uygulanabilecek 

sonuçlar elde edilecektir. Elde edilecek antagonistlerin daha sonra üretimi ve kullanımı 

için ortam hazırlanmış olacaktır.  

 

Kestanelerde önemli zarara yol açan kanser hastalığının önlenmesi bu üründen geçimini 

sağlayan üreticilere olduğu kadar orman ekosisteminin korunmasına da büyük katkı 

sağlayacaktır. Bu konu ülkemizin diğer bölgelerinde detaylı araştırılırken Orta ve Doğu 

Karadeniz Bölgelerinde detaylı bir şekilde ele alınmamıştır. Çalışma bu bölgeyi de 

kapsamaktadır.  

 

Bu çalışmada söz konusu bu bölgede geniş bir alandan örnekleme yapılarak 

hipovirülent izolatlarla birlikte patojen izolatlar da elde edilmiş ve uyum gruplarını 

belirlemek amaçlanmış, bu bölgelerden antagonistik bakteri ve funguslar da izole 

edilerek hastalığa karşı etkileri araştırılmıştır. 

 

Kestane kanserine karşı fungal ve bakteriyel antagonistlerin etkileri ülkemizde ilk 

olarak ele alınmıştır. Etkili Bacillus türleri veya Antagonist fungusların saptanmasıyla 

hastalıkla savaşta ekolojik bir yaklaşım, yani süreklilik sağlanan bir mücadele 

oluşturmak amaçlanmıştır. 
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2. LİTERATÜR ÖZETİ 

 

Türkiye’de kestane ormanlarının varlığı konusunda hem fikir olunan bir kaynak 

bulunmamaktadır. Örneğin Devlet İstatistik Araştırma Enstitüsü (DİE) kayıtlarına göre 

Karadeniz Bölgesinde en fazla kestane ağacının bulunduğu ilin Sinop olduğu 

anlaşılmaktadır. Diğer taraftan Bucak (2006), ‘Kestane (Castenea sativa Mill.) 

Ormanlarının Türkiye’deki Doğal Yayılışı ve Bu Alanları Koruma Önerileri’ adlı 

makalesinde Çevre ve Orman Bakanlığı’na bağlı Orman Amenajman Heyet 

Başmühendisliklerince hazırlanan ve amenajman planlarından yararlanarak elde ettiği 

verilere göre Türkiye’ de 24 ilde 200.399,7 hektar kestane orman alanı bulunduğu 

bildilmektedir. Yine bu verilere göre Karadeniz Bölgesinde saf kestane ormanı 

alanlarının dağılımında ilk sırayı Giresun (5111 ha) almakta ve onu takiben  Sinop 

(2428 ha) ili gelmektedir. Kestane bu bölgede karışık ormanlar şeklinde de 

bulunmaktadır ancak bu kısımlarda kestanenin oranı tam olarak belirlenmiş değildir.  

 

Devlet İstatistik Enstitüsünün 1992–2000 yılları arasındaki kayıtları, Türkiye kestane 

meyve üretiminin 85.000 tondan 50.000 tona düştüğünü göstermektedir. Meyve kaybı 

düzenli olarak devam ettiğinde yaklaşık 17 yıl sonra Türkiye’de kestane meyve üretimi 

gerçekleşmeyebilecektir (Bucak 2006).  

 

Soylu (2004)’ ya göre ülkemizde kestane ağaçlarının sayısı hemen hemen sabit 

kalmasına rağmen meyve üretiminde azalma görülmektedir. Bu azalmaya 

Cryphonectria parasitica’ nın neden olduğu Kestane Kanseri hastalığının sebep olduğu 

belirtilmektedir.  

 

Kestane Kanseri (Cryphonectria parasitica) ülkemizde 1967 yılından bu yana tüm 

kestane alanlarında bulunmakta ve ciddi kurumalara neden olmaktadır (Heiniger and 

Rigling 1994, Coşkun et al. 1999, Gürer et al. 2001). Bu hastalığın kestanelere ciddi 
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şekilde zarar vermesi, gittikçe yayılması ve etmene karşı mücadelede yetersiz ve 

başarısız olunması nedeniyle gerek odunu gerekse meyvesinden yararlanarak geçimini 

sağlayan birçok insan bu olumsuzluktan etkilenmektedir. 

 

Kestane ağaçlarında önemli derecede zarar yapan ve birçok yerde kurumalara yol açan 

Kestane Kanseri hastalığı Amerika’da 1904 yılında Newyork’ da ve Avrupa’da ise ilk 

İtalya’da 1938 yılında görülmüştür (Delen 1979, Heiniger and Rigling 1994). Bir 

karantina hastalığı olmasına rağmen önlemler hastalığın tüm Dünya’da yayılmasına 

engel olamamıştır (Anonymous 2005). 

 

Kestane ağacında etmenin enfeksiyonu kabukta meydana gelen yaralanmalarla 

başlamakta ve fungus kabuk altında yelpaze şeklinde miselyal gelişme göstermektedir. 

Vasküler kambiyumun istilası ile ağaçlar ölmeye başlamaktadır. Dallar ve gövdelerde 

görülen kanserler ağaçların ölmelerine sebep olmaktadır. Kanserlerin yüzeyinde 

turuncu-sarı renkli stromalar görülmektedir. Stromalar içinde gömük durumda iki yapı 

bulunmaktadır: Seksüel üreme yapısı perites ve aseksüel üreme yapıları piknidyumlar. 

Periteslerde askosporlar ve piknitlerde ise konidiler (piknidiosporlar) oluşturmaktadır. 

Askosporlar ostiolden dışarı çıkmakta ve rüzgârla yayılmaktadır. Askosporların dışarı 

atılımı 20–27 °C’ de ve yağmurdan sonra ilk beş saat boyunca meydana gelmektedir. 

Askosporlar 100–150 m uzağa taşınabilmektedir. Kuvvetli rüzgârlarla daha da uzağa 

taşınabilmektedir. Diğer taraftan konidiler ise yoğun ve yapışkan bir örtü içinde 

gömülüdür ve genelde yağmur ile ağaçtan aşağı doğru yıkanabilir ya da yağmurla 

yakına sıçratılmaktadır. Ayrıca konidiler kuşlar ve böceklerle de taşınabilmektedir. Ek 

olarak, piknidium’ un sümükümsü (yapışkan) örtüsü, aynı anda çok sayıda sporların 

taşınmasına yol açan böceklere, kuşlara, yapışmasını sağlar. Beklenmedik bir şekilde, 

konidiler bir dereceye kadar kurumaya dayanıklıdır ve kuru toprakta 2–3 aya kadar 

canlılıklarını koruduğu gösterilmiştir.  Bu iki tip spor da enfeksiyonu başlatabilmesine 

rağmen askosporlar Cryphonectria parasitica’ nın yaşam döngüsünde daha önemlidir 

(Robbins 1997). 
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Hastalık girdiği tüm bölgedeki kestanelere ciddi boyutlarda zarar vermektedir. Ancak 

daha sonra bazı yerlerde hastalığın virülensinin azaldığı ve ağaçlarda iyileşme olduğu 

gözlemlenmiştir. Bu da Cryphonectria parasitica’ nın hipovirülent strainin doğadaki 

varlığına bağlanmıştır. Bu fungus birkaç virüs tarafından enfekte edilmekte ve 

böylelikle fungusun enfeksiyon gücünde azalma olmaktadır. Bu virüsler dsRNA 

içermekte olup Cryphonectria Hypo Virus (CHV) 1.2.3 ve 4 olarak adlandırılmaktadır 

(Heiniger and Rigling 1994, Perlerou and Diamandis 2006). Fungusun stoplasmasında 

bulunan bu virüslerin bulunmadığı funguslara ancak uyumlu olduğu fungus hiflerinin 

anastomosis’ i yoluyla bulaşırlar (Anagnostakis and Day 1979, Jaynes and Elliston 

1980b, Griffin et al. 2004, Milgroom and Cortesi 2004, Perlerou and Diamandis 

2006). DsRNA’ nın bulunması fungusta sporolasyonu azalttığı gibi sexuel 

çoğalmayı da engellemektedir. CHV–1 Avrupa’ da bu virüsler arasında en geniş bir 

alana yayılanı ve çok bilinenidir. CHV–1’ e Kuzey Amerika’da birkaç alan dışında 

rastlanmamıştır. CHV–2 ve CHV–3’ e Kuzey Amerika’da rastlanmıştır. CHV–2 New 

Jersey ve Çin’ de bir bölgede bulunmuştur. CHV–3’ e doğal olarak Michigan ve 

Ontario da rastlanmış fakat Asya’da rastlanmamıştır. CHV–4 Kuzey Amerika’ nın batısı 

Appalachian’ da geniş bir alanda yayılış göstermektedir. CHV–4 genom yapısından 

dolayı taksonomik olarak diğerlerine benzemektedir. Fakat virülensliği diğerlerine göre 

az ya da hiç görülmemektedir (Heiniger and Rigling 1994, Peever et al. 2000, 

Milgroom and Cortesi 2004). Bu virüsler çoğunlukla konidi ve misellerle, nadiren de 

askosporlarla taşınmaktadır (Milgroom 1995). 

 

Hipovirülent C. parastica ile enfeksiyonlu kestane ağaçlarında yeni kallus dokusu 

geliştiği için kanserlerin etkinliği azalmakta ve ağaçlar iyileşmektedirler. Böyle 

kanserler hafif şişkin görünümlüdür. Bu nedenle onlara iyileşen kanserler denir ve 

bunlar ağaca az ya da hiç zarar vermemektedir (Milgroom and Cortesi 2004). Bazı 

kanserler çok uzundur ve kabuk hafif bir şekilde çatlak ve renk koyudur. Fungus 

miselyumunun en dış kabuk tabakası ile sınırlandırılması ile yüzeysel (iyileşen) 
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kanserler oluşmaktadır. Bu strainlerde, pigmentasyon ve sporulasyon patojenin normal 

izolatlarından daha azdır. Bu izolatlar Patates dekstroz agar (PDA) besi ortamında beyaz 

renkli gelişim göstermektedir. Bunlar kestane ağaçlarına inokule edildiği zaman C. 

parasitica virülensliğinin azaldığı görülmektedir. Hipovirülent izolatlarla normal 

izolatlar beraber inoküle edildiği zaman kanserlerde iyileşme gözlenmektedir. 

 

Hipovirülent strainler hifsel anastomisis yoluyla dsRNA’ yı virülent izolatlara transfer 

ederek virülent strainleri hipovirülent hale çevirebilir. Bunun için strainlerin vejetatif 

olarak uyumlu olmaları gerekir. Hipovirülenslik hipovirülent izolatların konidileri ile 

çevreye yayılmaktadır. Bu da hipovirülentlerle biyolojik mücadelenin temelini 

oluşturmaktadır. C. parasitica’ nın hipovirülent taşınmasında vejetatif uyum sınırlayıcı 

olarak hem in vitro hem de in vivo çalışmalarında görülmektedir. Strainler uyumsuz 

olduğu zaman anastomosis gerçekleşmemekte ve hipovirüs taşınamamaktadır (Heiniger 

and Ringling 1994, Macdonald and Double 2006). 

 

Kuzey Amerika’da uyum grubu çeşitliliğinin yüksek olması hipovirülensliğin 

yayılmasını yavaşlatmaktadır. Örneğin Conneticut’ ta 67 Vejetatif Uyum (VC) grubu 

tespit edilmiştir. Küçük kestane alanlarında çok fazla uyum grubu çeşitliliği biyolojik 

mücadelenin başarısını olumsuz etkilemektedir. VC uyum grupları Avrupa ülkelerinde 

ise sınırlıdır. Farklı VC genotipi seksüel rekombinasyonu uyum grubu çeşitliliğinin 

nedenidir. Kestane alanlarında seksüel üreme görülürse VC uyum grubu çeşitliliği 

görülebilir (Heiniger and Rigling 1994). Avrupa’ da C. parasitica’ nın 64 uyum grubu 

belirlenmiş ve bunlar Eu–1, Eu–2,… olarak adlandırılmıştır. Eu–12 İtalya, Yunanistan 

ve Doğu Avrupa’da yaygındır. Eu–1, Eu–2, Eu–5 ise Kuzey İtalya, Güney Fransa, Batı 

İspanya ve İsviçre’ de yaygın olarak görülmektedir (Anagnostakis and Day 1979, 

Anagnostakis and Waggoner 1981, Anagnostakis et al. 1986).  

 

Vejetatif uyumsuzluk, diğer taraftan hipovirülensliğin dağılmasında her zaman bir ana 

engel değildir. Örneğin, iki ayrı çalışmanın sonuçlarından bazen uyumsuz strainler 
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(farklı VC gruplarına mensup) arasındaki eşleştirmelerin hipovirulensliğe dönüşüm 

sağladığı gösterilmiştir (Robbins 1997). Kuhlman ve Bhattacharyya (1984) bu oluşumu 

doğrulamıştır. Her biri farklı VC grubundan olan 118 virülent izolatın % 95’ i 27 

hipovirülent izolatla eşleştirme ile dönüşüm göstermişlerdir. Anagnostakis de bazı 

uyumsuz C. parasitica streynlerinin zayıf baraj zonları oluşturduğunu ve bu zayıf baraj 

zonu oluşturan streynlerin çoğundan hipovirülent fenotipin aktarıldığını göstermiştir. 

Ancak, ormanda bu dönüşüm kolay olmamaktadır. Kuhlman ve Bhattacharyya, 

Appalachian’ lar da Amerikan kestanelerinde kanserlerden C. parasitica izolatları 

toplamışlardır. İzolatlar bu alandan elde edilen hipovirülent strainlerin dönüştürme 

kapasiteleri yönünden test edilmişler ve dönüşüme hassasiyetin yaygın olduğu 

bulmuştur. Ancak, hipovirülent izolatlar (anormal morfolojilerine göre belirlenenler)    

örneklenen 41 kanserin sadece 4’ ünde bulunmuştur. Bu nedenle bu araştırıcılar vejetatif 

uyumsuzluktan ziyade başka bir faktörün hipovirülent fenotipin dağılımını sınırladığını 

öne sürmüşlerdir. Ek olarak, Bissegger et al. (1997) İsviçre’ de (burada ABD’ ne 

nazaran çok az VC grubu vardır) hipovirülensin dağılmasında vejetatif uyumsuzluğun 

temel engel olmadığını iddia etmişlerdir (Robbins 1997). 

 

Dünyada kestane kanserine karşı en çok kullanılan mücadele yöntemi biyolojik 

mücadeledir. Biyolojik mücadele Dünya’ da birçok ülkede başarı ile uygulanmakta ve 

hastalığa karşı en etkili yöntem olarak karşımıza çıkmaktadır. Bu yöntemde fungusun 

hipovirülent strainleri tedavi edici olarak kullanılmaktadır. Hipovirülent strainlerin ve 

uyum gruplarının tespiti üzerine dünyada birçok çalışma yapılmaktadır (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).  

 

Hipovirülensliğin belirlenmesinde en çok kullanılan yöntemlerden birisi fungusun 

kültürel özelliklerine bakılarak belirlemedir. Kültürlerde açık renkli miselyal koloni 
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oluşturan çok az konidi meydana getiren gelişmelerin hipovirülent strain olduğu birçok 

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

and Rigling 1994, Bissegger 1997, Milgroom and Cortesi 2004). Ancak fenotipik 

özelliklerine bakılarak izolatların virülenslerini belirlenmesinin her zaman pratik 

olmadığı, normal görünüşlü kültürlerin de hipovirülent olabileceği, bu nedenle 

hipovirülensliğe yol açan dsRNA’nın her zaman anormal görünüşlü kültür 

oluşturmayacağı belirtilmiştir (Fulbright 1984, Chung et al. 1994). Bu da turuncu renkte 

gelişen kültürlerin içinde de hipovirülentlerin bulunabileceğini göstermektedir. Renksiz 

gelişen kültürlerde bu değişimin virüslerin enfeksiyonu sonucu oluştuğu birçok 

araştırıcı tarafından ileri sürülmüştür. Sonuçta hipovirülensliği bir virüs oluşturduğuna 

göre turuncu renkli gelişen izolatlarda da düşük oranlarda virüs enfeksiyonu olabilir. 

Nitekim Van Alfen et al. (1978)’ de Bonifacio ve Turchetti’nin kültürde turuncu renkte 

gelişim gösteren İtalyan- hipovirülent izolat bulduklarını bildirmiştir. Ancak araştırıcılar 

labaratuar koşullarında geliştirilen ve beyaz renk oluşturan kültürlerin çoğunlukla 

hipovirülent strainler olduğu görüşündedirler. Fakat inkübasyon koşulları değiştiği 

zaman, örneğin kuvvetli gün ışığı veya yakın ultraviyole ışık altında inkübasyona alınan 

kültürlerde hipovirülent izolatlar bu özelliğini kaybedebilir ve koyu renkli gelişme 

gösterebilir. Hipovirülensin, fungus cycloheximide içeren ortamlarda geliştirildiğinde 

kaybolduğu, yine hipovirülent izolatların tek spor kültürlerinin bazılarının dsRNA 

içermediği dolayısıyla virülent izolatlar gibi renk oluşturduğu ve patojen olduğu 

saptanmıştır (Fulbright 1984). Van Alfen et al. (1978) diğer yandan ultraviyole ışığa 

maruz bırakılan izolatların hipovirülent özelliğini kaybettiğini belirlemişlerdir.  

 

Hipovirülensliğin belirlenmesinde diğer bir yöntemde kesik kestane dallarına izolatların 

inokulasyonu ve oluşan kabuk nekrozlarının ölçülmesidir (Fulbright 1984, Lee et al. 

1992).  Ancak bu yöntemin kullanımına literatürde çok rastlanmamaktadır.  

 

Hipovirülensliğin belirlenmesinde başvurulan diğer bir yöntem ise elma testidir. Kolay 

olduğu için başvurulan bu testte izolatlar Golden elma çeşidinde açılan çukurların       

0,5 cm derinliğine yerleştirilmekte ve karanlıkta 15 gün sonra oluşan nekrozların 

ölçümüne başvurulmaktadır. Elma testinde izolatların hipovirülensi, nekroz 

alanlarındaki farklılığın istatistikî olarak belirlenmesine dayanmaktadır (Fulbright 
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1984). Ancak Chung et al. (1994) kültürlerde beyaz gelişen ve dsRNA içeren bir 

hipovirülent izolatın elmalarda büyük nekroz oluşturduğunu saptamışlardır. 

Cryphonectria parasitica’ nın virülensinin belirlenmesinde en çok başvurulan 

yöntemlerden birisi Phenol oxidase enzim aktivitesi veya kısa adıyla Bavendamm Testi’ 

dir. Bu testte tannik asit içeren özel bir ortamda fungusun izolatlarının gelişme rengine 

göre virülensliği belirlenmektedir. Bu ortamda koyu renkli gelişen izolatların virülent 

açık renkli gelişenlerin hipovirülent oldukları vurgulanmaktadır (Rigling et al. 1989). 

Bu ortamda ara renk tonlarında gelişen izolatların her iki gruba girebileceği değişik 

kaynaklarda ifade edilmiştir (Coşkun et al. 1999, Gürer et al. 2001). 

 

Hipovirülentlerle biyolojik mücadele çalışması Fransa’da 20 ha alanda 200 

kansere inoküle edilerek uygulanmış ve dört yıl sonra kanserlerde iyileşmeler 

görülmüştür. İtalya’da aynı şekilde yapılan çalışmada da 233 aktif kansere 

uygulanan hipovirülent izolatlar başarılı sonuçlar vermiştir (Heiniger and Rigling 

1994). 

 

Ülkemizde de hipovirülent strainlerin ve uyum gruplarının tespitine yönelik çeşitli 

çalışmalar yapılmıştır (Çeliker 2000, Coşkun et al. 1999). Uyum grupları virüslerin 

taşınabilmesi ve uygulamaların başarısı için çok önemlidir. Coşkun et al. (1999) 

ile Gürer et al. (2001) yaptığı çalışmalarda Marmara ve Ege bölgelerinden 

kestane alanlarından hipovirülent izolatlar elde etmişlerdir. Ancak araştırıcıların 

buldukları hipovirülent strainler saklanmadığı için bu izolatlar kullanılamamaktadır, bu 

da bu konudaki çalışmaların devamlılığını engellemiştir.   
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Çeliker (2000), Ege ve Marmara bölgelerinden 310 C. parasitica izolatı elde etmiş ve 

hipovirülent olduğundan şüphe ettikleri izolatların yurt dışında dsRNA analizlerini 

yaptırmıştır. Gönderilen hipovirülent olduğundan şüphe edilen 14 tane streynin (bunlar 

İzmit yöresinden elde edilen izolatlar) 7 tanesinde ds-RNA bulunduğu bildirilmiştir. 

Araştırıcı elde edilen 310 turuncu izolatta iki uyum grubu oluştuğunu belirlemiş ve 

bunların Avrupa Eu–1 ve Eu–12 uyum gruplarına girdiğini saptamıştır. Çeliker, 

Ödemiş-Bozdağ’ da hipovirülent strain uygulamasını yapmış ve başarılı sonuçlar 

almıştır.  

Ayrıca sağlam kestane dallarının ksilem özsuyundan elde edilen Bacillus subtilis ve 

Amerika’ da altı bitki örtüsü ile kaplı olmayan kestaneliklerde kabuklardan elde edilen 

Bacillus megatarium’ un hastalıklı ağaçlardaki kanserlere uygulanmasıyla kanserlerin 

iyileştiği saptanmıştır (Wilhelm et al. 1998, Groome et al. 2001). Wilhelm et al. (1998) 

endofitik Bacillus subtilis’ in kestane kanserine karşı sistemik kazanılmış dayanıklılık 

sağlayabileceği ve bunun konukçunun dayanıklılıkla ilgili PR-proteinlerinin üretimini 

artırarak gerçekleştirdiğini ileri sürmüştür. 
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3.  MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1 Materyal  

 

 3. 1. 1 İzolatların Elde Edilmesi 

 

 1. Hastalıklı ve sağlıklı bitki örneklerinin toplanması 

 

Karadeniz Bölgesinde kestane ağaçlarının yoğun olduğu illerden yaklaşık 4.000 ağaç 

için bir adet olmak üzere bitki örneği alınması planlanmıştır. Kestane ağaçlarındaki dal 

ve gövdelerdeki iyileşen ve aktif kanserler tespit edilmiştir. Örnekler aktif kanserlerde 

kanser ucundan, iyileşen kanserlerde ise kanserin alt, üst ve ortasından olmak üzere     

3- 5 cm’ lik kabuk parçaları halinde alınmıştır. Çalışmada Bacillus izolasyonu için 

hastalıklı dalların yanı sıra sağlıklı dallardan da 3–5 cm’lik kabuk örnekler alınmıştır. 

Örnekleme yapılan iller ve alınan örnek sayısı Çizelge 3.1’ de verilmiştir. 
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Çizelge 3.1 Karadeniz bölgesinde örnek alınan iller, ağaç sayıları* ve alınan örnek 
sayıları 

 

İller   Ağaç sayıları* Planlanan örnek sayısı Alınan örnek sayısı 

Sinop   261,100                                   65 74 

Kastamonu 181,306 45 59 

Bartın   100,085                                   25 30 

Giresun 64,300                                   20 28 

Zonguldak 57,568                                    15 19 

Ordu 42,870                                     12 16 

Rize 41,480            8 14 

Düzce 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 İstatistik Enstitüsü 2005 yılı kayıtları 
 

 

2. Antagonistlerin elde edilmesi 

  

Çalışmada izolasyonlar sonucu C. parasitica ile birlikte kültürlerde gelişen ve fungusun 

gelişimini engellediği gözlemlenen Penicillium ve Trichoderma izolatları izolasyon 

ortamlarından ayrılarak saflaştırılmıştır.   

 

Dallardan antagonist Bacillus türleri hastalıklı ve sağlam kestane kabuk parçalarının    

95 ˚C’ de 5 dakika kaynatıldıktan sonra PDA besi yerine çizimleri yapılarak eldesine 

çalışılmış (Sneath 1986, Wilhelm et al. 1998), ancak bu yolla Bacillus elde 

edilememiştir. Bunun üzerine bitki örtüsü bulunmayan yerlerdeki kestane ağacı 

altındaki Düzce, Sinop ve Giresun topraklarından aynı yöntemle (Sneath 1986) Bacillus 

izolatları elde edilmiştir. 
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Kesik dal patojenisite çalışmaları esnasında dallarda rastlanan bakteriyal gelişmelerden 

de izolasyonlar yapılmıştır.  Elde edilen tüm Bacillus’ lar ve antagonist funguslar  

saklanmaktadır.  

 

3.2 Yöntem  

 

3.2.1 İzolasyon 

 

Laboratuara getirilen örnekler stereo mikroskop altında incelenmiş ve kanserli alanların 

alt, üst ve ortasından olmak üzere 1–2 cm’ lik parçalar halinde hastalıklı kabuk parçaları 

kesilip önce %1’ lik sodyum hipoklorit içinde 3 dk tutulmuş, daha sonra steril saf suda 

yıkanıp steril kurutma kağıdında kurutulmuştur. Bu parçalardan alınan 2–3 mm 

büyüklüğünde parçalar methionin ve biotin eklenmiş Patates Dekstroz Agar  (PDAmb) 

(40g/L PDA (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA), methionin 100mg/L, biotin 

1mg/L., ve ayrıca1L PDA için % 20’ lik Laktik asitten 1,25 ml)  besi ortamı içeren 

petrilere yerleştirilerek ve 24–25 ºC sıcaklıkta 7 gün inkübasyona bırakılmıştır. Gelişen 

fungusların misel uçlarından stereomikroskop altında çok küçük parçalar alınarak 

fungusun tek spor izolatları elde edilmiştir. İzolatlar PDA içeren tüplerde  + 4 ºC’ de 

buzdolabında ve cryotüplerde -80 ºC’ de saklanmıştır.  

 

3.2.2 Virülent ve hipovirülent izolatların belirlenmesi 

 

Kestane kanseri etmeni Cryphonectria parasitica’ nın doğadaki virülensi çok değişiklik 

göstermektedir. Burada en etkili rol bu fungusu enfekte eden virüslerin (mycovirüsler 

CHV1, CHV2, CHV3, CHV4) varlığıdır. Bu değişikliğin, yani virülent ve düşük 

virülensli izolatların varlığının, bilinmesi iki açıdan önemlidir. Düşük virülensli 

izolatlardan hastalıkla mücadelede (hastalığın şiddetinin azaltılmasında) yararlanılırken 

virülent izolatlardan da dayanıklılığın belirlenmesi, hipovirülenslik dışında diğer 
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etkenlerin kullanımıyla biyolojik savaş etkinliklerinin belirlenmesinde 

yararlanılmaktadır. Bu açıdan izolatların virülensleri değişik yöntemlerle belirlenmeye 

çalışılmıştır. Bu yöntemler aşağıda başlıklar halinde sunulmuştur.  

 

3.2.2.1 Kültürel özelliklerine bakılarak 

 

Elde edilen Cryphonectria parasitica tek spor izolatları kültürel karekterlerini 

belirlemek için tüm izolatlar PDAmb ortamında kültüre alınmıştır. Petriler 7 gün          

25 °C’ de karanlıkta, daha sonra laboratuarda tezgah üzerinde gün ışığında 5 gün 

tutulmuştur. Bu koşullar altında virülent olan izolatlar turuncu gelişirken bol konidi 

oluşturmuş, hipovirülent izolatlar beyaz renkte gelişirken çok az konidi oluşturmuşlardır 

(Bissegger et al. 1997). Böylece beyaz ve turuncu olarak izolatlar gruplandırılmıştır.  

 

3.2.2.2 Elma testi 

 

Bu yeni yöntem Fulbright (1984)’ den modifiye edilerek uygulanmıştır. Bu yöntemde 

Golden çeşidi elmalar alkole bandırılmış pamuklarla silinmiştir. Her elmanın yarasız 

sağlam bir yüzeyinden 5 mm’ lik cork borer ile 0,5 cm derinliğinde diskler çıkarılmıştır. 

PDAmb’ de 7 gün karanlıkta geliştirilen C. parasitica izolatlarından alınan 5 mm çaplı 

diskler miselli yüzü elma içine gelecek şekilde yerleştirilmişlerdir. Daha sonra elmalar 

streç film ile sarılmıştır. Elmalar poşetlere ayrı ayrı konulmuş ve karanlıkta 15 gün    

23–24 ºC’ de tutulmuştur. Deneme 4 tekerrürlü olarak yürütülmüştür. 

 

Elma testinde inokulasyondan 15 gün sonra elmalarda oluşan nekrozların iki yönlü 

çapları ölçülerek alanları hesaplanmıştır (Şekil 3.1). İzolatların farklılıkları varyans 

analizi yapılarak Duncan testi ile belirlenmiştir. 
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Şekil 3.1 Elma testinde farklı izolatların oluşturduğu nekrozlar. Sağda kontrol olarak 
kullanılan elma görülmektedir  

 

 

3.2.2.3 Kesik dala inokülasyon 

 

İzolatların virülenslerini belirlemek için, yaklaşık 2,5–3 cm çaplı, hastalıksız görünen, 

dip sürgünleri toplanmış ve uç kısımları parafilmle kapatılarak labaratuara getirilmiştir. 

Kesik dal inokülasyonlarında Fulbright et al. (1984) yöntemi değiştirilerek 

kullanılmıştır. Bu yöntemde dallar 12–15 cm uzunlukta parçalara ayrılmış ve yüzeyleri 

% 2’ lik NaOCl’ de 5 dakika dezenfekte edilmiş, kurutma kağıtlarında kurutulmuştur. 

Bu dal parçalarının birer yerinde cork borer (mantar delici) ile 5 mm’ lik diskler halinde 

kabuk parçaları çıkarılmış ve yerine C. parasitica’ nın karanlıkta geliştirilen 7 günlük 

kültür diskleri yerleştirilerek çıkarılan kabuk parçaları ile kapatılmıştır. Daha sonra 

dalların inokülasyon noktaları ve uçları parafilmle kapatılarak dip kısımları steril nemli 

perlite 5 cm derinliğinde dik bir şekilde yerleştirilmiştir.  Dallar kurumamaları için 5 

hafta süreyle bir rutubet çemberinde karanlıkta tutulmuşlardır. Bu süre sonunda dalların 

inokulasyon noktalarında oluşan nekrozlar şeffaf bir kağıt üzerine kopyalanmış ve 

nekroz alanları bir planimetre ile ölçülmüştür. Her bir izolat için 4 kesik dala rasgele 

seçilen 69 izolatın inokulasyonu yapılmıştır. Kontrol olarak İtalya’ dan temin edilen 
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hipovirülent izolatlar kullanılmıştır. İzolatların virülens farklılıkları tesadaüf parselleri 

deneme desenine göre varyans analizi yapılarak Duncan testi ile belirlenmiştir.   

 

3.2.2.4 Fenol oksidaze enzim aktivitesi (Bavendamm Test) 

 

Bu test Rigling et al. (1989)’ nın yöntemine göre yapılmıştır. Bunun için Bavendamm 

ortamı  (5g/L Tannic asit (Fluka), 15g/L Malt ekstract (Difco), 20g/L Bacto agar) 

hazırlanmıştır. Önce malt extract agar hazırlanmış ve pH’ sı 1M NaOH ile 4,5’ a 

ayarlanmıştır. Ayrı bir kapta tannik asit çözeltisi hazırlanmıştır. Bunlar ayrı ayrı otoklav 

edilmiş ve petri kaplarına dökülmeden önce karıştırılmıştır. PDAmb’ de geliştirilen 

fungus izolatlarından alınan 5 mm çaplı diskler bu ortama aktarılmış ve 20 ºC karanlıkta 

inkübasyona bırakılmıştır. Dört gün sonra ortamda kuvvetli renk reaksiyonu gösterenler 

virülent, zayıf bir renk reaksiyonu veya hiç reaksiyon oluşturmayanlar hipovirülent 

strainler olarak değerlendirilmiştir. 

 

3.2.3 Vejetatif uyumun (VC) saptanması 

 

Vejetatif uyum gruplarının belirlenmesi Bissegger et al. (1997)’ a göre yapılmıştır. Bu 

yöntemde PDAmb ortamında 5 gün karanlıkta geliştirilen izolatlar 7 gün laboratuar 

ortamında tutularak sporulasyon sağlanmıştır. Daha sonra 9 cm’ lik PDAmb içeren 

petriler 6 eşit bölüme ayrılmış ve her bölümde izolatlarla Avrupa uyum gruplarından 

birisi (Eu–1, Eu–12, Eu–6, Eu–14, Eu–5, Eu–2) eşleştirilmiştir. Bu amaçla aşı iğnesi ile 

izolatların sporlarından bir miktar alınmış ve 2 mm aralıklarla yerleştirilmiştir. Bu 

eşleştirilmiş kültürler 25 ºC’ de 5 gün karanlıkta ve 7 gün de gün ışığında tutulmuş ve 

izolatların eşleştirmelerle baraj zonlarının oluşup oluşmadığına bakılmıştır. Literatürlere 

göre uyumsuz izolatlar arasında baraj zonları oluşmakta ve bu zonlarda spor oluşumu 

şeklinde görülmektedir. Eğer iki izolat uyumlu ise herhangi bir piknit oluşumu 

görülmemekte ve herhangi bir baraj oluşmamakta, izolatlar hifsel anastomisisle 

birleşmektedir. Çalışma 2 tekerrürlü olarak yapılmıştır.  
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3.2.4 Biyolojik savaşım çalışmaları 

 

3.2.4.1 Hipovirülent izolatların virülent izolatlara etkinliğinin in vitro’ da 

belirlenmesi 

 

Hipovirülent olduğu düşünülen izolatlar aynı uyum gruplarına giren virülent izolatlar ile 

eşleştirildiğinde beyaz izolatların turuncu izolatları beyaz renge dönüştürdüğü 

görülmüştür. Ancak uyum grubu farklı izolatlarla eşleştirildiğinde baraj zonu oluştuğu 

ve izolatlarda renk değişimi olmadığı gözlemlenmiştir.  

 

3.2.4.2 Hipovirülent izolatların etkinliğinin fidanlarda belirlenmesi  

 

Hipovirülent izolatların etkinliği 3–4 yaşlı kestane fidanlarında araştırılmıştır. Bu 

amaçla kestane fidanlarının gövdelerinde cork borer ile 5 mm çapta kabuk derinliğinde 

çukurlar açılmış ve bu çukurlara aşağıda planı verilen şekilde (Çizelge 3.2)  virülent   

(K–19 ve K–44 nolu izolatlar) ve hipovirülent (virülent izolatlarla uyumlu Eu–1 uyum 

grubundan) izolatlar yerleştirilmiş, kabuklar üzerine kapatılmış ve ıslak pamukla 

inokulasyon noktaları kapatılmıştır. Pamuğun rutubeti kaçmaması için üzeri streç filmle 

kapatılmıştır. Deneme 4 tekerrürlü olarak 18.04.2008 tarihinde kurulmuştur.  

 

Çizelge 3. 2 Hipovirülent izolatların virülent izolatlara karşı etkinliğinin belirlenmesi 
için kurulan denemenin planı 

 

Virülent kontrol 

izolatları 

Hipovirülent kontrol 

izolatları 

Virülent izolatlarla aşılanan 

hipovirülent izolatlar 

K–19 Z–1  K–19 +Z–1 K–44+Z–1 

K–44 Ba–6 K–19+Ba–6 K–44+Ba–6 

 K–49  K–19+ K–49 K–44+K–49 
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Hipovirülent izolatların etkinliği inokulasyondan 21 gün sonra 7 gün aralıklarla 50 gün 

boyunca lezyon boylarının ölçülmesi ve virülent kontrollerle mukayese edilerek % 

engelleme olarak belirlenmiştir. 

 

3.2.5 Antagonistlerin etkinliğinin belirlenmesi  

 

3.2.5.1 Antagonistlerin etkinliğinin fidanlarda belirlenmesi 

 

Antagonistlerin etkinliği çalışmaları hipovirülent izolatların etkinliği bölümünde 

verildiği gibi yürütülmüştür. Trichoderma spp. ve Penicillium spp. kültürlerinden alınan 

diskler ve antagonist bakteri izolatlarından hazırlanan yoğun bakteri süspansiyonundan 

10 µl fidanlara açılan çukurlara önce konmuş ve sonra patojen diski yerleştirilmiştir. 

Burada hipovirülent izolatlar yerine antagonist fungus ve bakteri izolatları 

kullanılmıştır. Patojen izolatlardan sadece K–19 izolatına yer verilmiştir. Bu çalışmada 

kullanılan 4 Penicillium spp., 5 Trichoderma spp. 4 Bacillus spp. izolatlarının deneme 

planı Çizelge 3.3’ de sunulmaktadır. Değerlendirmeler yine aynı bölümde verildiği gibi 

yapılmıştır. 

 

Çizelge 3. 3 C. parasitica’ya karşı kullanılan antagonist fungus ve Bacillus’ ların 
deneme planı 

 

Cryphonectria parasitica’ ya karşı kullanılan 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 çalışmada denemeler 01.08.2007 ve 18.04.2008 tarihlerinde olmak üzere iki farklı 

zamanda 4 tekerrürlü olarak kurulmuştur. Antagonistlerin etkinliği inokulsyondan 28 

gün sonra 15 gün ayla 3 kez lezon boylarının ölçümesi ve kontrollerle karşılaştırılarak 

% engelleme olarak belirlenmiştir. 

 



 21

4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

 

4.1 Karadeniz Bölgesinde Kestane Kanserinin Durumu  

 

Karadeniz Bölgesinde Kestane Kanserinin durumu 11 ilde yürütülen çalışmayla ortaya 

konmuştur. İncelenen alanlarda, kestane ağaçlarının genelde hem karışık hem de saf 

ormanlar oluşturduğu gözlenmiştir. Bu bölgede tüm kestane ağaçlarında, hatta genç 

fidanlarda ve yeni sürgünlerde hastalık görülmüştür. Hastalık alana yayılmış ve ciddi 

boyutta zarar meydana getirmiştir. Ancak bazı alanlarda iyileşen ağaçlar göze çarpmıştır 

(Şekil 4.1). Örnekleme yapılan illerden Zonguldak ili ve civarındaki bazı çalışma 

alanlarımızda (Soğanlı bölgesi gibi) kestane ağaçlarında ciddi boyutta iyileşmeler 

görülmüştür. Ancak bunun yanı sıra aynı ilin Ereğli ilçesinde adını kestaneden alan bir 

mahalledeki tüm kestanelerin tamamen kuruduğu görülmüştür (Şekil 4. 2). Bölgenin en 

çok kestane ağacına ve kestane üretimine sahip olan Sinop ilinde ise hastalık yine tüm 

alana yayılmıştır. Kestane ağaçlarının bu hastalığa karşı gösterdiği tüm hayatta kalma 

çabasına rağmen ağaçların meyve veriminin çok azaldığı, bu nedenle orman köylerinde 

geçimini kestaneden sağlayan köylülerin bölgeden göçlerinin söz konusu olduğu Orman 

Bölge İşletme Müdürlükleri tarafından dile getirilmiştir.  

 

Genel olarak değerlendirildiği zaman bölgede Kestane Kanserinin görülmediği alan 

hemen hemen hiç kalmamıştır ve hastalık hızla yayılmaktadır. Kestane alanlarının çoğu, 

kuru veya kurumaya yüz tutmuş ağaçlardan oluşmaktadır. 
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Şekil 4.1 Kestane ağaçlarında iyileşmekte olan (Solda) ve aktif kanserler (sağda)  

 
 
 

 
 

Şekil 4.2 Zonguldak/Ereğli Kestaneci mahallesinde Kestane Kanserinin öldürdüğü 
ağaçlar 
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Örnekleme yapılan alanlardan Bartın, Giresun, Artvin illerinde fungusun perfect 

dönemine rastlanmıştır (Şekil 4.3). Bu fungusun perfect döneminin bulunduğu yerlerde 

hipovirülensin yaygın olmaması beklenir. Çünkü hipovirülense yol açan virüs 

(dsRNA)’ün bu fungusun eşeyli çoğalmasını da tamamen engellediği bildirilmektedir 

(Milgroom and Cortesi 2004). Bu açıdan Karadeniz bölgesinden elde edilen izolatların 

cinsel uyum gruplarının da belirlenmesi gerekmektedir.  

 

Delen (1979) Marmara bölgesinde C. parasitica’ nın perfect dönemine rastladığını 

bildirmiştir. Ancak daha sonra çeşitli bölgelerde yapılan araştırmalarda etmenin bu 

dönemi rapor edilmemiştir (Coşkun et al. 1999, Gürer et al. 2001).  

 

  
 

Şekil 4.3 Cryphonectria parasitica’nın perites (solda), ascus ve askosporları (sağda)   
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4.2 Karadeniz Bölgesi Hastalık Örneklemeleri ve Elde Edilen İzolatlar  

 

Karadeniz bölgesindeki 11 ilden materyal yötmde belirtildiği üzere toplanması 

planlanan örnek sayısı 207 yerine imkanlar ölçüsünde daha fazla örnek alınmıştır. İzolat 

sağlığı açısından örnek sayısını çok tutmanın daha iyi olacağı düşünülerek 294 örnekten 

294 tek spor Cryphonectria parasitica izolatı elde edilmiştir (Çizelge 4.1). Daha önce 

bu bölgeden Coşkun et al. (1999)  (Giresun (8 izolat), Rize (6 izolat), Zonguldak (36 

izolat), Kastamonu (24 izolat) ve Sinop (16 izolat), Gürer et al.  (2001) (Akçakoca       

(1 izolat) ve Keşap (1 izolat)) C. parasitica izolatları elde etmişler ve bunları 

hipovirülentlik açısından karakterize etmişlerdir. Gürer et al. (2001) daha çok Marmara 

bölgesini ele alan çalışmalarında iyileşen ve intermediate kanserleri gözlemlemişler ve 

hastalığın bu bölgede duraklamasını buna bağlamışlardır. Ayrıca bu araştırıcılar 

hipovirülent izolatların kestane sürgünlerine aşılanması ile iyileşen tipte kanserlerin 

oluştuğunu rapor etmişlerdir. Hipovirülent izolatların inokulasyondan sonra oluşturduğu 

kanserlerin boyutlarının da çok değiştiğini saptamışlardır. Oldukça fazla sayıda elde 

edilen bu hipovirülent izolatların hiçbirisi bugüne kadar saklanmamıştır.  
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Çizelge 4.1 Örnekleme yapılan alanlar ve elde edilen izolatlar 

 

Örnek 

alınan iller 

Örnekleme yapılan alanlar  Elde edilen 

izolat sayısı 

Artvin  Hopa- Çavuşlu köyü  

Arhavi-Balıklı köyü 

Borçka  

3 

2 

6 

Bartın 

 

Kurucaşile –İlyas geçidi köyü ve Yeni köy  

Amasra-Top deresi  

Bartın Merkez-Uğurlar  

Bartın-Amasra yolu  

Bartın-Kurucaşile yolu 

18 

2 

1 

5 

4 

Düzce Yığılca-Kırık köy  

Akçakoca-Düzce yolu üzeri 

7 

3 

Giresun  

 

Bulancak- Küçüklü köyü  

Görele Haydarlı köyü  

Espiye-Kaşdibi köyü 

Giresun-Merkez-Kayadibi köyü  

Giresun-Dereli yolu üzeri 

Keşap-Karabulduk köyü 

3 

2 

10 

10 

2 

1 

Kastamonu Çatalzeytin-Samancık köyü  

İnebolu –Gemiciler köyü 

Doğanyurt-Güzalan köyü  

Cide  

14 

16 

16 

13 

Ordu  Perşembe-Çınarcık mh.  

Merkez-Saraycık köyü  

Fatsa 

9 

5 

2 

Rize  

 

Çayeli; Yamaç Köyü-Sefalı Köyü-Kestanelik Köyü 

Ardeşen-Yurtsever Köyü-Ayder Yaylası yolu üzeri 

7 

7 

Samsun  Salıpazarı-Düzköy mh., Mumlu mh., Alan köyü 

Terme  

11 

1 
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Çizelge 4.1 Örnekleme yapılan alanlar ve elde edilen izolatlar (devamı) 

 

Örnek 

alınan iller 

Örnekleme yapılan alanlar  Elde edilen 

izolat sayısı 

Sinop 

 

Erfelek; Solucalı köyü -Kirazlı köyü -Abdurrahman 

Paşa köyü -Salı köyü-Yeni köyü  

Ayancık;Abdülkadir köyü-Uzunçam köyü Güneyce mh. 

—Kömür gölü  

50 

 

24 

Trabzon  

 

Vakfıkebir; Yıldız köyü -Caferli köyü-Çamlık köyü, 

Beşikdüzü; Ambarlı köyü-Beşik Dağ,  

10 

10 

Zonguldak  

 

Alaplı-Kocaman köyü  

Ereğli-Kestanecik mh.-Soğanlı mevkii  

Zonguldak (merkez)-Uç köy civarı-kozlu  

5 

6 

8 

Toplam  294 izolat 

 

4.3 İzolatların Virülenslerinin Saptanması 

 

Kestane Kanseri etmeni C. parasitica’ nın biyolojik mücadelesi konusunda çalışma 

yapabilmek için bu etmenin virülent ve düşük virülensli (hipovirülent) izolatlarının 

öncelikle belirlenmesi gerekmektedir. Bu amaçla elde edilen izolatların bu yönüyle 

elden geçirilmesi için önce izolatların kültürel özellikleri incelenmiştir. Daha sonra elma 

testi, kesik dala inokulasyon ve Bavendamm testi ile izolatların virülensleri 

belirlenmiştir. Bilindiği gibi C. parasitica’ da virülens düşüklüğü bir mycovirus (CHV1 

ve diğerleri) enfeksiyonu sonucunda oluşmaktadır.  
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4.3.1 Kültürel özelliklerine bakılarak  

 

İzolatların virülensleri öncelikle kültürel özelliklerine bakılarak belirlenmeye 

çalışılmıştır. Milgroom and Cortesi (2004)’ nin belirttiği üzere kültürlerde krem-beyaz 

gelişen ve az spor veren izolatlar düşük virülensli (hipovirülent), diğerleri yani kırmızı- 

turuncu renkte gelişen ve bol spor veren izolatlar virülent kabul edilmiştir (Şekil 4.4). 

Birçok araştırıcı hipovirülent izolatların kültürel özelliklerinin yukarıda belirtilen 

şekilde olduğunu ifade etmektedir (Van Alfen et al. 1978, Anagnostakis and Day 1979, 

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

 

 

 

Şekil 4.4 Kanserli kabuklardan yapılan izolasyon sonucu C. parasitica’ nın PDAmb 
ortamında gelişen turuncu renkli virülent kolonileri (solda) ve hipovirülent bir 
izolatın kültürdeki gelişimi (sağda)   

 
 

İzolatların fenotipik özelliklerine göre 269 adedi virülent, 25’ i hipovirülent olarak 

belirlenmiştir. Hipovirülent izolatların illere göre dağılımı şöyledir: Kastamonu 9, 

Bartın 7, Zonguldak 6, Düzce 1,  Artvin 1, Trabzon 1 (Çizelge 4.2). 
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Çizelge 4.2 Karadeniz Bölgesinden elde edilen ve fenotipik özelliklerine göre belirlenen 
virülent ve hipovirülent C. parasitica izolatları 

 

Bölgeler Virülent izolatlar  Hipovirülent 
izolatlar 

Artvin  Ar–1, A–1, A–2, Ar–2, Ar–3,  Ar–4, Ar–7,  A–8,   

Ar–9, A–12, A–13 

A–7 

Bartın  B–1, Bm–2, B–2, B–3, Ba–4, B–4, B–6, Bm–7, B–8, 

B–9, B–11, B–12, B–14, Bm–14, Ba–15, B–17, B–19 

B–20, B–22, B–25, Ba–28, Bm–28, B–28 

Ba–2,        B–5  

Ba–6,        B–7 

 B–13,      B–15  

 B–24 

Düzce  D–1, D–2, D–3, D–6, D–7, D–10, D–13, D–15, D–18  D–4 

Giresun  G–1, Gd–1, Gm–1, G–4, G–5, Gk–5, G–10, G–11,  

G–14, G–15, Gm–15, G–16, Gm–16, G–17, G–18,  

G–19, G–20, G–21, G–23, G–25, G–27, G–29, G–31, 

G–30, G–32, G–33, G–34, G–36 

Saptanmamıştır 

Kastamonu  K–1, Kc–2, K–4, K–5, K–6, K–7, Kc–7, K–8, K–10, 

Kc–11, K–12, K–13, Kc–13, K–15, Kc–15, K–16, 

Kc–16, Kc–17, K–18, Ki–18, K–19, Kc–20, Kc–22, 

K–24 Ki–24, K–25, K–28, Ki–29, Ki–30, K–31,       

K–32 Ki–33, K–34,  K–35, K–37, K–40, K–41, K–42, 

K–44, K–45, K–47, K–48, K–50, K–52, K–53, K–55, 

K–57, K–58, K–61, K–62   

Kc–3, Kc–4, 

K–17, K–20,  

K–60, K–59,  

Kc–24, K–46, 

K–49  

Ordu  Of–1, OF–2, O-2, O–5, O-6, O-7, O-9, O-11, O-12,  

O-14, O-18, O-20, O-21, O-22, O–23, O-25 

Saptanmamıştır 

 



 29

Çizelge 4.2 Karadeniz Bölgesinden elde edilen ve fenotipik özelliklerine göre belirlenen  
virülent ve hipovirülent C. parasitica izolatları (devamı) 

 

Bölgeler Virülent izolatlar  Hipovirülent 
izolatlar 

Rize   Rç–2, Ra–3, R–9, R–11, Rç–16, R–17, Rç–18,     

Rç–19, Ra–21, Ra–24, Ra–25, Ra–26, Ra–28, Ra–30 

Saptanmamıştır 

Samsun  Sat–1, Sa–2, Sa–4, Sa–3, Sa–6, Sa–7, Sa–8,  Sa–9,  

Sa–11, Sa–12, Sa–14, Sa–15  

Saptanmamıştır 

Sinop  Si–1, Si-2, Si–3, S-3, Si–4, S–4, Si-5, S–7, Si-7, Si–8, 

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 

Saptanmamıştır 

Trabzon  T–1, T–5, T–6, T–7, T–8, T–9, Tv–11, Tv–12, T–13, 

Tv–14, T–14, T–15, T–17, Tv–17, T–18, Tv–18,  

 Tv–19, Tb–31, Tb–34 

Tb–32 

Zonguldak  Z–3, Z–7, Z—9, Zk–9, Z–10, Zk–10, Zk–11, Z–12,  

Z–20, Z–21, Ze–22,  Z–23,  Z–24,  

Z–4,         Z–5  

Z–11, Z–19 

Zur,           Z–1 

Toplam  269 25 
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Fenotipik özelliklerine bakılarak izolatların virülenslerini belirlenmek her zaman pratik 

olmamaktadır. Normal görünüşlü kültürlerin de dsRNA içerebileceği, bu nedenle 

dsRNA’nın her zaman anormal görünüşlü kültür oluşturmayacağı belirtilmiştir 

(Fulgright 1984, Chung et al. 1994). Bu da normal görünümlü kültürlerin içinde de 

hipovirülentlerin bulunabileceğini göstermektedir. Renksiz gelişen kültürlerde bu 

değişimin virüslerin enfeksiyonu sonucu oluştuğu birçok araştırıcı tarafından ileri 

sürülmüştür. Sonuçta hipovirülensliği bir virüs oluşturduğuna göre turuncu renkli 

gelişen izolatlarda da düşük oranlarda virüs enfeksiyonu olabilir. Nitekim Van Alfen    

et al. (1978) de Bonifacio ve Turchetti’nin kültürde turuncu renkte gelişim gösteren 

İtalyan- hipovirülent izolat bulduklarını bildirmiştir. Ancak araştırıcılar labaratuar 

koşullarında geliştirilen ve beyaz renk oluşturan kültürlerin çoğunlukla hipovirülent 

strainler olduğu görüşündedirler. Fakat inkübasyon koşulları değiştiği zaman, örneğin 

kuvvetli gün ışığı veya yakın ultraviyole ışık altında inkübasyona alınan kültürlerde 

hipovirülent izolatlar bu özelliğini kaybedebilir ve koyu renkli gelişme gösterebilir. 

Nitekim açık renkli gelişen kültürlerimizden bazılarının yakın ultraviyole ışık altında 

inkübasyonu sonunda renklerinin değiştiği (turuncu renkte geliştiği) gözlemlenmiştir. 

Hipovirülensin, fungus cycloheximide içeren ortamlarda geliştirildiğinde kaybolduğu, 

yine hipovirülent izolatların tek spor kültürlerinin bazılarının dsRNA içermediği 

dolayısıyla virülent izolatlar gibi renk oluşturduğu ve patojen olduğu saptanmıştır 

(Fulbright 1984). Van alfen et al.  (1978) diğer yandan ultraviyole ışığa maruz bırakılan 

izolatların hipovirülent özelliğini kaybettiğini belirlemişlerdir. Bu nedenlerle yakın 

ultraviyole ışık altında kültürlerin tutulması da böyle benzer bir etki oluşturabilir. 

Ayrıca bu etmenin tek spor izolatları da ana kültür özelliğini yansıtmayabilir. Kültürel 

özelliklerine bakılarak izolatların virülensi belirlenecekse inkübasyon koşullarının bu 

gibi etkilerden arındırılması gerekmektedir.  
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4.3.2 Elma testi yöntemi ile  

 

Bu yöntem Fulbright (1984)’ e göre uygulanmış ve elde edilen 294 izolata ait değerler 

Çizelge 4.3’ de sunulmuştur. Çizelgede görüldüğü gibi elma testi sonuçları çok büyük 

bir varyasyon göstermiştir (Ek 1). Bu nedenle tüm izolatların bir arada mukayesesi 

mümkün olmamıştır ve izolatlar il bazında karşılaştırılmışlardır. Elma testinde 

izolatların hipovirülensi, nekroz alanlarındaki farklılığın istatistikî olarak belirlenmesine 

dayanmaktadır. Başka bir deyişle izolatların oluşturduğu nekroz büyüklülüklerinin 

istatistiki olarak önemli derecede küçük oluşuna dayandırılmaktadır (Fulbright 1984).  

 

Çizelge 4.3 Elma testi yapılan izolatlar, oluşturdukları nekroz alanları (cm²) 

 

Bölgeler İzolat Lezyon 

büyüklüğü* (cm2)  

Bölgeler İzolat Lezyon büyüklüğü* 

 (cm2)  

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 Rç-2 3,89abc 

Ar-2 7,14bcde Rç-16 4,37abc 

A-2 7,44de Rç-18 4,46abc 

Ar-1 7,60de Ra-24 4,50abc 

A-1 8,03de Ra-21 5,21bcd 

Ar-3 8,47e Ra-3 5,34cd 

A-12 9,33e Ra-28 5,59d 

* Aynı harfi alan izolatlar arasındaki farklılık Duncan testine göre istatistiki olarak önemli değildir 
(p=0,05) 
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Çizelge 4.3 Elma testi yapılan izolatlar, oluşturdukları nekroz alanları (cm²) (devamı) 
 

Bölgeler İzolat Lezyon 

büyüklüğü* 

(cm²)  

Bölgeler İzolat Lezyon büyüklüğü* 

 (cm²)  

Bartın  B–24 1,99a  Rç-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 4,07abcd 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 

B–4 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 abcdefghı 

Ba–4 8,23fghi Si–48 5,01 abcdefghı 

Ba–15 8,53ghi Si–69 5,13 abcdefghı 

Ba–2 8,71hi Si–65 5,30 abcdefghı 

B–17 9,20i Sİ-29 5,32 abcdefghı 

Ba–6 9,24i Si–51 5,44 abcdefghıj 

* Aynı harfi alan izolatlar arasındaki farklılık Duncan testine göre istatistiki olarak önemli değildir 
(p=0,05) 
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Çizelge 4.3 Elma testi yapılan izolatlar, oluşturdukları nekroz alanları (cm²) (devamı) 
 

Bölgeler İzolat Lezyon büyüklüğü*  

(cm²)  

Bölgeler İzolat Lezyon büyüklüğü* 

 (cm²)  

Düzce  D-10 1,99a Sinop S-24 5,47 abcdefghıjk 

D-2 4,26ab Si–36 5,48abcdefghıjk 

D-4 4,83b Si–23 5,49 abcdefghıjk 

D-13 5,31bc Si-75 5,56abcdefghıjkl 

D-3 5,42bc Si-13 5,66 abcdefghıjkl  

D-6 5,80bc Si-16 5,73 bcdefghıjklm 

D-18 5,89bc Si-37 5,75bcdefghıjklmn 

D-7 7,88cd Si-7 5,77bcdefghıjklmn 

D-15 8,68d Si–57 6,11bcdefghıjklmno 

D-1 10,22d Si-66 6,28bcdefghıjklmnop 

Giresun  G-32 1,58a Si-17 6,40bcdefghıjklmnop 

G-23 2,11ab Si-30 6,4548bcdefghıjklmnop 

G-19 2,89abc Si-2 6,47bcdefghıjklmnop 

Gm-1 3,37abcd Si–9 6,59bcdefghıjklmnop 

G-1 3,37abcd Si–33 6,59bcdefghıjklmnop 

Gk-5 3,92abcde Si–11 6,62bcdefghıjklmnop 

Gm-15 4,38 abcdef S-36 6,65bcdefghıjklmnop 

G-29 4,83 bcdefg Si–40 6,65bcdefghıjklmnop 

G-36 5,11 cdefgh Si-10 6,77bcdefghıjklmnop 

Gd-1 5,17 cdefghı Si–3 6,78bcdefghıjklmnop 

G-27 5,23 cdefghıj Si-41 6,82bcdefghıjklmnop 

G-31 5,55 cdefghıj Si–46 6,86bcdefghıjklmnopr 

Gm-16 5,58 cdefghıj Si–54 6,89bcdefghıjklmnopr 

G-4 5,78 cdefghıj Si-64 6,92bcdefghıjklmnopr 

G-21 5,78 cdefghıj Si-44 6,92bcdefghıjklmnopr 

G-25 5,85 cdefghıj Si–55 6,94bcdefghıjklmnopr 

G-34 6,38 defghıj Si–56 7,03bcdefghıjklmnopr 

G-11 6,44 defghıj Si–38 7,16cdefghıjklmnopr 

G-17 6,79 efghıj Si–50 7,17cdefghıjklmnopr 

G-10 6,79 efghıj Si–67 7,22cdefghıjklmnopr 

G-18 7,22 fghıj S-37 7,22cdefghıjklmnopr 

* Aynı harfi alan izolatlar arasındaki farklılık Duncan testine göre istatistiki olarak önemli değildir 
(p=0,05) 
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Çizelge 4.3 Elma testi yapılan izolatlar, oluşturdukları nekroz alanları (cm²) (devamı) 
 

Bölgeler İzolat Lezyon büyüklüğü*  

(cm²)  

Bölgeler İzolat Lezyon büyüklüğü* 

 (cm²)  

Giresun G-5 7,31 fghıj Sinop Si-5 7,24cdefghıjklmnopr 

G-20 7,43 fghıj S–30 7,24cdefghıjklmnopr 

G-15 7,72 ghıj Si–18 7,34cdefghıjklmnopr 

G-30 7,98 ghıj S–26 7,45cdefghıjklmnopr 

G-16 8,32j Si–72 7,51cdefghıjklmnopr 

G-14 8,34j Si–4 7,65cdefghıjklmnopr 

Kastamonu K-47 1,58a Si-42 7,70cdefghıjklmnopr 

Kc-3 2,34ab Si–34 7,70cdefghıjklmnopr 

K-55 2,34ab Si–61 7,71cdefghıjklmnopr 

K-5 2,39ab Si–68 7,75cdefghıjklmnopr 

K-49 2,47ab Si–24 7,77cdefghıjklmnopr 

K-19 2,61ab S–34 7,94 cdefghıjklmnopr 

K-6 2,68abc S–40 8,02 defghıjklmnoprs 

K-61 2,80abc Si–8 8,14 efghıjklmnoprs 

K-53 2,92abcd Si–53 8,29 fghıjklmnoprs 

K-1 3,03abcde Si-28 8,30 fghıjklmnoprs 

Ki-30 3,14abcde Si-47 8,52 ghıjklmnoprs 

K-48 3,15abcde S–48 8,76 hıjklmnoprs 

K-31 3,19abcdef  Si–52 8,87 ıjklmnoprs 

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 lmnoprs 

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 abcdefghı Si-39 10.48rs 

K-17 4,10abcdefghıj S–50 10.75s 

K-32 4,38abcdefghıjk Trabzon  Tb-32 3,05a 

K-8 4,54abcdefghıjkl T–17 3,14ab 

Kc-13 4,68 bcdefghıjkl T-6 3,23ab 

* Aynı harfi alan izolatlar arasındaki farklılık Duncan testine göre istatistiki olarak önemli değildir 
(p=0,05) 
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Çizelge 4.3 Elma testi yapılan izolatlar, oluşturdukları nekroz alanları (cm²) (devamı) 
 

Bölgeler İzolat Lezyon büyüklüğü*  

(cm²)  

Bölgeler İzolat Lezyon büyüklüğü* 

 (cm²)  

Kastamonu K-46 4,86 bcdefghıjkl Trabzon Tb-34 3,83abc 

K-24 4,89bcdefghıjkl Tv-19 4,22abcd 

K-25 4,91 bcdefghıjkl T–8 4,22abcd 

Kc-15 4,93bcdefghıjklm Tv–11 4,43abcd 

K-34 4,9457bcdefghıjklm Tv-17 4,74abcd 

K-18 5,01bcdefghıjklm T-15 4,75abcd 

Ki-18 5,03bcdefghıjklm Tv-14 4,89abcd 

Ki-33 5,12bcdefghıjklmn T–5 5,18abcd 

K-40 5,29bcdefghıjklmn T-7 6,23abcd 

Kc-7 5,69bcdefghıjklmn T-14 6,44bcd 

K-37 5,88 defghıjklmn Tb-31 6,61cd 

Kc-2 5,93 defghıjklmn T-9 6,62cd 

Kc-11 5,95 defghıjklmn T-1 6,81cd 

K-16 6,00 efghıjklmn T-13 7,01cd 

Kc-16 6,01 efghıjklmn T–18 7,10cd 

K-62 6,05 efghıjklmn Tv-12 7,11cd 

Kc-20 6,22 fghıjklmn Tv-18 7,45d 

K-59 6,28 ghıjklmn Zonguldak Z-23 0,4917a 

K-52 6,32 ghıjklmn Z-1 2,67ab 

K-35 6,38 ghıjklmn Z–4 2,81ab 

K-10 6,39 ghıjklmn Z-3 3,58b 

K-41 6,42 ghıjklmn Z-ur 4,09bc 

K-12 6,71 hıjklmn Zk-10 4,75bcd 

Kc-24 6,76 hıjklmn Z-12 5,01bcde 

K-4 6,97 ıjklmn Z—9 5,05bcde 

K-20 7,06 ıjklmn 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 

* Aynı harfi alan izolatlar arasındaki farklılık Duncan testine göre istatistiki olarak önemli değildir 
(p=0,05) 
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Çizelge 4.3 Elma testi yapılan izolatlar, oluşturdukları nekroz alanları (cm²) (devamı) 
 

Bölgeler İzolat Lezyon büyüklüğü* 

(cm²)  

Bölgeler İzolat Lezyon büyüklüğü* 

 (cm²)  

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 10,96o Z-24 8,85fgh 

Ordu  O-5 3,60a Ze-22 9,19gh 

O-23 3,85ab Zk-11 9,34h 

O-22 5,27abc  

O-7 5,51abc 

Of-1 5,75abc 

O-2 6,07abc 

O-11 6,33abcd 

O-6 6,77abcd 

O-14 7,17abcd 

O-9 7,20abcd 

O-25 7,35bcd 

O-18 7,63cd 

O-20 7,71cd 

O-21 7,79cd 

O-12 8,76cd 

OF-2  9,84d 

* Aynı harfi alan izolatlar arasındaki farklılık Duncan testine göre istatistiki olarak önemli değildir 
(p=0,05) 
 

 

Çok sayıda izolatın karşılaştırılması ile oluşan çok sayıda istatistikî farklılık bu testin 

çok sayıda izolata uygulanabilirliğini güçleştirmektedir. Örneğin, Artvin ilinde 

izolatların nekroz büyüklüğü bakımından 7 grup oluşturması hangi değerin hipovirülent 

olduğuna karar vermeyi güçleştirmektedir. Ancak burada oluşan en düşük nekroz alanı 

grubu ile en yüksek nekroz alanı grubu sırası ile hipovirülent ve virülent izolatları temsil 

edebilir. Fakat bu izolatların kültür renklerine bakıldığında virülent olması gereken 

izolatlar (Ar–7, Ar–13, Ar–9) elma testinde hipovirülent izolatlardan daha düşük nekroz 
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alanı oluşturmuşlardır. Bu testte elde edilen en düşük değerler bile hipovirülensliği 

yansıtmayabilir. Bunun için bu testte virülent ve hipovirülent kontrollerin yer alması ve 

farklılığın buna göre belirlenmesi gerekmektedir. Ancak bu izolatlar fenol oksidaz 

testinde de zayıf reaksiyon vermişlerdir. Bu nedenle elma testinde düşük nekroz 

oluşturan Ar–7 gibi izolatlar hipovirülent olmayabilir. 

 

 

Elma testinde büyük nekroz oluşturan (K–44) kesik dalda küçük (1.62 cm²) lezyon 

oluşturmuştur. Diğer yandan kesik dalda büyük nekroz (11.27 cm²) oluşturan izolat    

(K–19) elma testinde küçük nekroz (2.61 cm²) oluşturmuştur. Bu sonuçlar elma testi ile 

kesik dal testi arasında uyumsuzlukların olduğunu göstermektedir. Z–23 nolu izolat 

elma testinde (0.49 cm²) ve kesik dal yönteminde (0.35 cm²) hemen hemen aynı 

büyülükte nekroz alanı oluşturmuştur. Ayrıca elmada büyük nekroz oluşturup kültürde 

beyaz renkli gelişen ve kesik dalda küçük nekroz oluşturan izolatlar da (Kc–24) vardır. 

Kültürde beyaz renkte gelişen ve elmada büyük nekroz oluşturup, kesik dalda hiç 

nekroz oluşturmayan izolatlar da (Z–5) mevcuttur. Nitekim Chung et al. (1994) 

kültürlerde beyaz gelişen ve dsRNA içeren bir hipovirülent izolatın elmalarda büyük 

nekroz oluşturduğunu saptamışlardır.  

 

 

Çok sayıda izolatla çalışırken elma testinde bazen hipovirülent izolatların büyük nekroz 

oluşturması gözlenebilir. Çalışmamızda böyle bir izolatın nekroz uçlarından yapılan 

izolasyonlarda Trichoderma sp. elde edilmesi, bu fungusun da elmada çürüklük 

oluşturması nedeniyle bu testte dezenfeksiyonun çok iyi yapılması, elma yüzeylerinde 

gözle görülebilir lekelerin olmayışı çok önemlidir. Çünkü bu tip elmalarda bu fungus 

bulunabilir ve test sonucunu değiştirebilir. Bu nedenle elma testinin başka testlerle 

doğrulanması gerekmektedir. 
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4.3.3 Kesik kestane dalında  

 

Kesik dallara inokülasyon yöntemi ile patojenite Bartın, Düzce ve Giresun yöresinden 

toplanan sağlam görünüşlü dalların önce yüzey sterilizasyonu, arkasından fungus kültür 

disklerinin dallarda açılan disklere yerleştirilmesi ve 30 gün sonra oluşan nekrotik 

alanın (Şekil 4.5, Ek 1) ölçülmesi ile Fulbright (1984) yöntemine göre rasgele seçilen 69 

izolatla yapılmıştır. Kontrol olarak İtalya’dan temin edilen hipovirülent izolatlar da 

kullanılmıştır. Kesik dallar ağaçların durgun döneminde (Mart-Nisan)  makroskopik 

olarak seçilmiştir. İnokülasyondan 30 gün sonra 4 tekerrürlü olarak planlanan 

denemenin sonuçları Çizelge 4. 4’ de sunulmuştur.  

 

 

 
 

Şekil 4.5 Kesik dal yönteminde bazı izolatların oluşturdukları nekrozlar 
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Çizelge 4.4 Kesik kestane dallarında patojenite yapılan izolatlar ve oluşturdukları 
nekroz alanları (cm²) 

 

İller İzolat no Oluşan nekrotik alan (cm²) Ortalama 
alan (cm²) 

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 

Bartın   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 

B–2 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 

Düzce  D–1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

D–4 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 

Z–1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Z–11 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Z–19 0.6 0.0 0.0 0.0 0.15 

Z-ur 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Z–4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Z–23 0.0 0.0 1.4 0.0 0.35 

Z–3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

Z–5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

*Koyu renkli izolatalar kültür özelliklerine göre hipovirülent olanlardır. 
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Çizelge 4.4 Kesik kestane dallarında patojenite yapılan izolatlar ve oluşturdukları 
nekroz alanları (cm²) (devamı) 

 

İller İzolat no Oluşan nekrotik alan (cm²) Ortalama alan 

(cm²) 

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 

K–4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

K–50 2.5 0.0 1.4 0.0 0.97 

K–45 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 

K–48 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 3.4 5.1 0.0 2.60 

K–17 3.4 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 2.47 

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 2.9 0.0 5.0 2.7 2.65 

S–3 3.8 0.0 0.0 0.0 0.95 

Ordu O–12 11.5 0.0 0.0 3.0 3.62 

O–6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

*Koyu renkli izolatalar kültür özelliklerine göre hipovirülent olanlardır. 
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Çizelge 4.4 Kesik kestane dallarında patojenite yapılan izolatlar ve oluşturdukları 
nekroz alanları (cm²) (devamı) 

 

İller İzolat 

no 

Oluşan nekrotik alan (cm²) Ortalama alan 

(cm²) 

Ordu  O–21 5.7 0.0 4.2 2.2 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 
Hipovirülent 

H–4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

H–2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

*Koyu renkli izolatalar kültür özelliklerine göre hipovirülent olanlardır. 
 

 

Çizelge 4.4’ de görüleceği üzere kesik dallarda oluşan nekroz büyüklükleri arasında çok 

büyük bir varyasyon oluşmuştur. Bazı izolatlarda bir tekerrürde 10 cm²’ nin üzerinde 

nekrozlar oluşmasına rağmen diğer tekerrürlerde hiç nekroz oluşmamıştır. Bu 

varyasyonun nedenlerinden biri dalların dezenfekte edilmiş ve steril ortamda 

inkübasyona alınmış olmasına rağmen bazılarında antagonist funguslardan Trichoderma 

ve Penicillium türlerinin gelişmesi olabilir. Ayrıca dezenfeksiyona rağmen sağlıklı 

görülen bazı dallarda diğer patojen funguslar (Phomopsis, Pestalotiopsis, Fusicoccum) 

gelişmiştir. Kesik dala inokulasyon yönteminde saptanan bu varyasyondan dolayı diğer 

izolatlarla bu çalışma yürütülmemiştir.  Genellikle kültürlerde renksiz gelişen izolatlar 

kesik dalda nekroz meydana getirmemişlerdir. Ancak kültürlerde turuncu renkli gelişen 

izolatların bazıları da kesik dalda nekroz oluşturmamışlardır. Karadeniz bölgesinin 

kestane ormanlarının tümünde bu hastalığın ve diğer kanserlerin (Akıllı et al. 2008) 
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olması nedeniyle hastalıksız kestane sürgünü bulmak hemen hemen mümkün 

olmamıştır. 

 
 
 
Çalışmanın başlangıcında patojenite denemeleri için kestane fidanlarının yetiştirilmesi 

planlanmıştır. Bu nedenle tohumdan fidan eldesi çalışmalarına başlanmıştır. 

Kestanelerin iki yaşından sonra çalışmalarda kullanılması planlanmıştır. Yalova Atatürk 

Bahçe Kültürleri Araştırma Enstitüsünden sağlanan Osmanoğlu çeşidi ve İzmir –

Ödemiş yöresinden temin edilen kestane tohumları ISTA (International Seed Testing 

Association) kurallarına göre çimlendirilmiştir. Bunun için tohumlar +4 ˚C’ de 

buzdolabında su içinde 48 saat bekletilmiş ve daha sonra tohumların iz kısımlarından 

1/3’ ü kesilerek kabukları soyulup Thiram’la ilaçlanarak plastik bardaklara ekilmiştir. 

1–1,5 ay içerisinde çıkış durumlarına göre kestaneler yanmış ahır gübresi- toprak 

karışımının (1:1) bulunduğu tüplere şaşırtılmıştır. Ancak ekilen tohumlar sağlıklı bir 

şekilde çimlendikten sonra tüm fidanlarda kök çürüklüğü görülmüş ve yetiştirilen 300 

fidan ölmüştür. Ölen fidanlardan yapılan izolasyon sonucu Fusarim solani ve               

F. oxysporum bulunmuştur (Şekil 4.6).  

 

 

 

 

Şekil 4.6 Fusarıum solani ve F. oxysporum’ un kestane fidanlarında oluşturduğu kök  
çürüklüğü belirtileri 
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Kestane fidanları yetiştirilmesinde meydana gelen başarısızlıktan sonra fidan temin 

edilmeye çalışılmıştır. Ancak 2–3 yaşlı kestane fidanı temini çok zor olmuştur. Çünkü 

kestane fidanı yetiştiriciliği çok güçtür ve bu maksatla yeterince fidan bulunamamıştır. 

Bulunabilen 200 kadar kestane fidanı biyolojik savaş çalışmalarında kullanılmıştır.  

 

 

4.3.4 Phenol oxidase enzim aktivitesi (Bavendamm Testi) 

 

Rigling et al. (1989)’ e göre hazırlanan Bavendamm ortamına Cryphonectria parasitica 

kültürlerinden alınan 4 mm’lik diskler yerleştirilmiştir. Her bir 9 cm’ lik petriye 8 izolat 

diski yerleştirilerek çalışma iki tekerrürlü olarak yapılmıştır. Kültürler 23–24’ °C de 

karanlıkta 4 gün tutulmuştur. dsRNA içeren yani hipovirülent izolatlar bu ortamda 

renksiz bir koloni oluştururken, virülent izolatlar koyu renkli bir koloni 

oluşturmaktadırlar (Şekil 4.7). Bavendamm testinde 294 izolatın elde edilen sonuçları 

Çizelge 4. 5’ de sunulmuştur. 
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Şekil 4.7  Fenol oksidaz ortamında Cryphonectria parasitica’nın hipovirülent (renksiz 
gelişim gösteren koloniler) ve virülent (koyu renkli gelişen koloniler) 
izolatlarının  gösterdiği reaksiyonlar. 

 

 
Çizelge 4.5 Bavendamm testinde ele alınan izolatlar ve gösterdikleri reaksiyonlar 
 

Bölgeler İzolat Reaksiyonlar Bölgeler 

 

İzolat Reaksiyonlar  

 

Yok 

 

Zayıf 

 

Kuvvetli 

 

Yok 

 

Zayıf 

 

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  Rç-2   X 

Ar-2  X  Rç-16   X 

A-2   X Rç-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 

Bartın  B–24 X   Rç-19   X 

B–13 X   R-9   X 
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Çizelge 4.5 Bavendamm testinde ele alınan izolatlar ve gösterdikleri reaksiyonlar 

(devamı) 
 

Bölgeler İzolat Reaksiyonlar Bölgeler 

 

İzolat Reaksiyonlar  

 

Yok 

 

Zayıf 

 

Kuvvetli 

 

Yok 

 

Zayıf 

 

Kuvvetli 

Bartın  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 

B–4   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  

Düzce  D-10  X  S-24   X 

D-2   X Si–36   X 

D-4  X  Si–23   X 
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Çizelge 4.5 Bavendamm testinde ele alınan izolatlar ve gösterdikleri reaksiyonlar 
(devamı) 

 

Bölgeler İzolat Reaksiyonlar Bölgeler 

 

İzolat Reaksiyonlar  

 

Yok 

 

Zayıf 

 

Kuvvetli 

 

Yok 

 

Zayıf 

 

Kuvvetli 

Düzce 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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Çizelge 4.5 Bavendamm testinde ele alınan izolatlar ve gösterdikleri reaksiyonlar 

(devamı) 
 

Bölgeler İzolat Reaksiyonlar Bölgeler 

 

İzolat Reaksiyonlar  

 

Yok 

 

Zayıf 

 

Kuvvetli 

 

Yok 

 

Zayıf 

 

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 

Kc-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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Çizelge 4.5 Bavendamm testinde ele alınan izolatlar ve gösterdikleri reaksiyonlar 
(devamı) 

 

Bölgeler İzolat Reaksiyonlar Bölgeler 

 

İzolat Reaksiyonlar  

 

Yok 

 

Zayıf 

 

Kuvvetli 

 

Yok 

 

Zayıf 

 

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  

Kc-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 Z–4 X   

K-10 X   Z-3 X   

K-41   X Z-ur X   

K-12   X Zk-10   X 

Kc-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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Çizelge 4.5 Bavendamm testinde ele alınan izolatlar ve gösterdikleri reaksiyonlar 
(devamı) 

 

Bölgeler İzolat Reaksiyonlar Bölgeler 

 

İzolat Reaksiyonlar  

  

Yok 

 

Zayıf 

 

Kuvvetli 

  

Yok 

 

Zayıf 

 

Kuvvetli 

Ordu  

 

O-5   X Zonguldak Ze-22  X  

O-23   X Zk-11   X 

O-22   X Ordu  O-9   X 

O-7   X O-25   X 

Of-1   X O-18   X 

O-2   X O-20   X 

O-11   X O-21   X 

O-6   X O-12   X 

O-14   X OF-2   X 

 

 

Bu sonuçlara göre test edilen 294 izolatın 220’ si bu ortamda koyu renkte (virülent) 

gelişmiş 42’ si zayıf reaksiyon (hipovirülent olma olasılığı olan), 32’ si renk reaksiyonu 

göstermemiştir (hipovirülent izolat). Bu da 42 izolatın hipovirülent olma olasılığı 

olduğunu göstermektedir. Ancak bu reaksiyon grubundaki izolatların çok azının dsRNA 

içerdiği başka bir çalışmada saptanmıştır. Bu izolatların düşük oranda virüs içermesi 

nedeniyle dsRNA analizleri negatif çıkabilir. Fakat bunlar düşük oranlarda virüs 

içerebilir. Bu nedenlerle Bavendamm testi renksiz izolatların gelişimi yönüyle 

hipovirülensliği doğru olarak belirlemektedir. Yine kültürel özelliklerine göre turuncu-

kırmızı gelişen (virülent olduğu düşünülen) izolatlardan B–25, K–5, K–61, Si–50,      

Si–37, S–7 gibi izolatlar ise Bavendamm testinde negatif reaksiyon (renksiz gelişme)  

göstermiştir. Buna göre bu izolatların da hipovirülent olma ihtimali vardır. Başka bir 

deyişle turuncu renkli gelişen izolatlar içinde hipovirülent tipler de bulunmaktadır. Daha 

önce değindiğimiz gibi kültürdeki renk değişimi farklı inkübasyon koşullarından veya 

aktarmaların kültürün virülent bölgelerinden yapılmasından kaynaklanabilir. Bu nedenle 

hipovirülensliğin kültürlerdeki renk değişimine bakılarak değerlendirilmelerinde kültüre 

alma koşullarının standartlaşmasına çalışılmalıdır. 
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Bu ortamda kültürel özelliklerine göre hipovirülent olarak değerlendirdiğimiz 

izolatlardan 18 tanesi renk reaksiyonu göstermemiş, 5 tanesi zayıf, 2 tanesi kuvvetli      

(B–5, B–7) renk reaksiyonu göstermiştir. Kültürel gelişme rengi beyaz olan iki izolat      

(B–5, B–7)  bu ortamda kuvvetli reaksiyon göstermişlerdir. Başka bir deyişle bu iki 

izolatın Bavendamm testine göre virülent olmaları gerekir. Halbuki bu izolatlar kesik 

dallarda nekroz oluşturmamış elma testinde ise orta düzeyde nekroz oluşturmuşlardır 

(Ek 1). Bu açıdan Bavendamm testininde büyük doğrulukta virülensliği ifade ettiği 

söylenemez. 

 
                                                                                                                                                                                                                                  

Yapılan çalışmalar, Bavendamm testinin hipovirülent izolatların ayrılmasında çok az bir 

yanılma payı olduğunu göstermektedir. Örneğin, Gürer et al. (2001) kültürel 

özelliklerine göre krem ve beyaz renkte gelişen 23 izolatın 17’ sinin Bavendamm 

testinde negatif reaksiyon, 5 tanesinin zayıf renk reaksiyonu 1 tanesinin orta renk 

reaksiyonu gösterdiğini saptamışlardır. Bu çalışmada negatif reaksiyon gösteren 17 

izolatın 16’ sında dsRNA saptanmış birinde ise saptanmamıştır. Zayıf reaksiyon 

gösteren 5 izolatın tümünde dsRNA belirlenirken; orta reaksiyon gösteren (hipovirülent 

olma olasılığı olan) 1 izolatta dsRNA saptanmamıştır. Bu sonuçlar kültürel özelliklerin, 

Bavendamm testi ve dsRNA analizi yöntemlerinin bazen uyumsuzluklar 

gösterebileceğini ortaya koymaktadır.   

 

 

Bu sonuçlar, hipovirülensliğin belirlenmesinde bir tek özelliğe bağlı kalınmaması, 

aksine birden fazla özelliğin dikkate alınması gerekliliğini göstermektedir. 

 

4.3.5 İzolatların vejetatif uyumu  

 

İzolatların vejetatif uyumu Bissegger et al. (1997)’ e göre her bir izolatın yaygın olarak 

bulunan Avrupa uyum grupları (Eu–1, Eu–2, Eu–5, Eu–6, Eu–12, Eu–14) ile 

eşleştirilmeleri ile saptanmıştır. İzolatların arasından Avrupa uyum gruplarından Eu–6 

ile uyumlu izolat tespit edilmemiştir. Karadeniz bölgesi izolatlarının çoğu Eu–1 ile Eu–

12 uyum gruplarına girmektedir (Çizelge 4.6, Ek 1).  Az sayıda izolat da Eu–2, Eu–14,  
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Eu–5 gruplarıyla  uyum sağlamıştır. Karadeniz bölgesi izolatlarının  % 91.49’ u Eu–1, 

% 6.80’ i Eu–12 uyum gruplarına girmiştir. 

 

Çizelge 4.6 Örnekleme yapılan alanlarda saptanan Avrupa uyum grupları 

 

Bölgeler  Avrupa uyum gruplarında tespit edilen izolat sayıları 

Eu–1 Eu–12 Eu–14 Eu–2 Eu–5 

Artvin  10 2    

Bartın  25 4  1  

Düzce  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 

 

 

Bugüne kadar Avrupa’ da 64 uyum grubu belirlenmiş (Cortesi and Milgroom, 1998) 

olup, uyum gruplarının bu ülkelerde dağılımı değişiklik göstermektedir. Örneğin 

Yunanistan’da 4 uyum grubu saptanmış, bunlardan % 88’ i Eu–12, diğerleri Eu–2,            

Eu–10, Eu–1 olarak belirlenmiştir (Perlerou and Diamandis, 2006).  

 

 

Ülkemizde Ege, Marmara ve Karadeniz bölgelerindeki uyum grupları saptanmıştır. Ege 

ve Marmara bölgelerinde 310 izolattın vejetatif uyum grubu Eu -1 ve Eu–12 olarak 
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saptanmıştır (Çeliker 2000). Başka bir çalışmada Coşkun et al. (1999) kısmen 

Karadeniz bölgesini de kapsayan çalışmalarında elde ettikleri izolatların 10 İtalyan ve 2 

Avrupa (Eu–4,     Eu–5) uyum grupları içinde dağılım gösterdiklerini belirtmişlerdir. Bu 

çalışmada saptanan uyum gruplarının hangi Avrupa uyum grubuna karşılık geldiği 

anlaşılmamaktadır. Ayrıca araştırıcılar Avrupa uyum grubu olarak verilen Eu–4 

(Zonguldak, Kastamonu ve Sinop) ve Eu–5’ i bizim çalışma bölgemizde (Zonguldak ve 

Kastamonu) saptamışlardır. Çalışmamızda Kastamonu bölgesinde tarafımızca da Eu–5 

saptanmıştır. Ayrıca Kastamonu’da Eu–1 (54 izolat), Eu–12, Eu–14,   Eu–2, Eu–5 uyum 

grupları da saptanmıştır (Şekil 4.8). Çalışmamızda Zonguldak ilinde Eu–1 (15 izolat) ve 

Eu–12 (4 izolat) uyum grupları belirlenmiş, Coşkun et al. (1999) ‘ın bu ilde 

belirledikleri Eu–4 ve Eu–5 saptanamamıştır.  Araştırma bölgemiz içerisinde yer alan 

Sinop ilinde 74 izolattan 70 tanesi Eu–1 ve 4 tanesi Eu–12, Bartın’ daki 30 izolattan 25 

tanesi Eu–1, 1 tanesi Eu–2 ve 4 tanesi Eu–12, Artvin’den 12 izolattın 10 tanesi Eu–1 ve 

iki tanesi Eu–12’ dir. Düzce, Rize ve Samsun izolatlarının hepsinin uyum grubu Eu–1 

olarak belirlenmiştir.  

 

 

 

 

Şekil 4.8 Kastamonu ilinden seçilen izolatların Eu–12 uyum grubu aralarında 
oluşturdukları baraj zonları 
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4.4 Biyolojik Savaşım Çalışmaları 
  
 
4.4.1 Hipovirülent izolatların etkinliğinin in vitro’ da belirlenmesi 
 
 
Hipovirülent olduğu belirlenen izolatlar Avrupa uyum grupları ile eşleştirildiğinde 

beyaz izolatların turuncu izolatları beyaz renge dönüştürdüğü görülmüştür. Ancak uyum 

grubu farklı izolatlarla eşleştirildiğinde baraj zonu oluştuğu ve izolatlarda renk değişimi 

olmadığı gözlemlenmiştir. Bunun üzerine en yaygın uyum grubu olan Eu-1’den 14 

virülent ve 10 hipovirülent, (Çizelge 4.7) izolatlar eşleştirilerek hipovirülensliğe 

dönüştürme kapasiteleri belirlenmiştir.  

 

 

Çizelge 4.7 Virülentlerin hipovirülent izolata dönüşümünü saptamak için seçilen 
hipovirülent ve virülent izolatların numaraları 

 

Hipovirülent izolatlar  Virülent izolatlar 

K–49, K–17, Z–5, Ra–26, Ba–2      

K–60, K–59, Z–1, Si–3, Ba–6 

 

Si–57, K–12 K–19, S–26, G–18, K–13, K–4,   

Si–67, Ki–24, Si–55, K–44, A–2, B–5, B–19   

 

 

 

Hipovirülensliğin yayılması için virülent ve hipovirülent izolatların uyumu önemlidir. 

Başka bir deyişle turuncu izolatların beyaz renge dönüşmesi ile dsRNA taşınmaktadır. 

Hipovirülent olan 10 beyaz izolatın Eu–1 uyum grubuna ait virülent izolatları beyaz 

renge dönüştürdüğü görülmüştür (Şekil 4.9). Ancak uyum grubu farklı izolatlarla 

eşleştirildiğinde baraj zonu oluştuğu ve izolatlarda renk değişimi olmadığı 

gözlemlenmiştir.  
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Şekil 4.9 Hipovirülent Z–1 (b) ’un virülent izolat K–13(a)’ ü hipovirülente 
dönüştürmesi 

 
 
 
4.4.2 Hipovirülent izolatların etkinliğinin kestane fidanlarında belirlenmesi  

 

Bu çalışmada 2 virülent  (K–19 ve K–44, her ikisi de Eu–1 grubundan) ve bunlara 

uyumlu 3 hipovirülent (Z–1, Ba–6, K–49) izolat kullanılmıştır. Virülent izolatlar 

kültürel özellikleri ve fenol testi sonucunda virülent çıkan ayrıca kesik dal (K-19) ve 

elma testinde (K-44) virülensliği en yüksek olan izolatlar seçilmiştir. Hipovirülent 

izolatlar ise bu değerlendirmenin tam tersi tüm testlerde hipovirülent sonuçlar veren 

virülensliği düşük olan izolatlardan seçilmiştir.  Her bir hipovirülent izolatın 2 virülent 

izolata etkisi fidan gövdelerinde açılan kabuk disklerinin yerine önce virülent izolatın, 

sonra da hipovirülent izolatın disklerinin yerleştirilmesi yöntemi ile araştırılmıştır. 

Hipovirülent izolatlar kesik dalda patojen olmayan ve kültürlerde beyaz-krem renkte 

gelişen izolatlar arasından seçilmiştir. İzolatlar kestane fidanlarına aşılandıktan 21 gün 

sonra her hafta lezyon boyları ölçülerek 50 gün boyunca değerlendirmeler yapılmıştır. 
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Hipovirülent izolatların etkinliği virülent izolata bağlı olarak çok farklılık göstermiştir 

(Çizelge 4.8, 4.9 ve Ek 2). Örneğin K–49 nolu hipovirülent izolat K–19 nolu virülent 

izolatla birlikte fidan gövdelerine verildiğinde çok büyük nekrozlar oluşturmuşlardır. 

Bu nekrozlar istatistiki olarak kontroldeki nekrozlarla aynı gruba girmişlerdir, ancak 

oluşan ortalama nekroz boyutu en yüksek değerde olmuştur. Halbuki K–49 tek başına 

fidanlara verildiğinde en küçük değerde nekroz oluşturan gruba girmiştir. Diğer yandan 

Z–1 nolu hipovirülent izolatımız hem K–44 hem de K–19 nolu virülent izolatlarla 

birlikte uygulandığı zaman en düşük değerde nekroz oluşumu saptanmıştır. Bu da Z–1 

nolu hipovirülent izolatın etkili bir biokontrol ajanı olabileceğini göstermektedir. Ba–6 

nolu hipovirülent izolat 21. günde her iki virülent izolata karşı orta derecede etkili 

olmuştur. Bu etki 28. günde de devam etmiştir. Bu izolatımızın belli bir sürede etkili 

olabilecek potansiyele sahip olduğu görülmektedir. K–49’ un ise virülent izolatla 

birlikte verildiğinde kanserli alanları artırdığı görülmüştür. Hipovirülent izolatların 

etkinliğine (K–19 virülent izolatına göre) bakıldığında Z–1 nolu izolatın iki virülent 

izolata karşı % 50’ lerde etki gösterdiği görülmüştür. Hipovirülent izolatlardan Z-1’in 

en etkili olduğu görülmektedir. Bu izolatın biyolojik mücadelede uygun vejetatif uyum 

grubuna ait virülent izolatlara karşı kullanılabileceği görülmüştür. 
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Çizelge 4.8 Hipovirülent izolatların virülent izolatlarla birlikte uygulamaları sonucu 
değişik sürelerde elde edilen lezyon boyları (cm) 

 

Uygulamalar 
Değişik zamanlardaki lezyon boyları (cm) 

21.gün 28. gün 35. gün 43. gün 50. gün 

K–44+ Z–1 0,96a 1,55a 1,67a 2,03a 2,69a 

K–19+ Z–1 1,39ab 1,52a 1,76a 2,05a 2,46a 

K–44+Ba–6 1,67abcd 1,99abc 2,96c 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 3,46c 3,93bc 4,77bcd 

K–19+ K-49 2,46d 2,78d 3,43c 4,40c 5,58d 

Z–1 1,78abcd 2,04abc 2,04ab 2,03a 3,27ab 

Ba–6 1,97bcd 2,39bcd 3,43c 4,18c 4,99bcd 

K–49 1,45abc 1,45a 2,73bc 2,86ab 5,36cd 

K–44 2,15bcd 2,58cd 2,66bc 3,21abc 4,07abcd 

K–19 2,29cd 2,49cd 3,10c 3,95bc 5,46cd 

 

 

Çizelge 4.9 Fidanlarda hipovirülent izolatların (Z-1, Ba-6, K-49) 50 gün içindeki yüzde 
engelleme (etki) değerleri (%) 

 

Uygulamalar  % Etki 

21 gün  28. gün 35. gün 43. gün 50.gün 

K–19+ Z–1  39,30a 38,95a 43,22a 48,10a 54,94a 

K–19+ Ba–6 11,35bcd 28,91ab 14,51bc 14,93bc 32,60abc 

K–19+ K–49 -7,42d -11,64abc -10,64c -11,39c -2,19d 

K–44+ Z–1 58,07ab 37,75a 46,12a 48,60a 50,73a 

K–44+ Ba–6 27,07abcd 20,08abc 4,51c 19,49abc 31,50abcd 

K–44+ K–49 21,39abcd 16,46d -11,61c 0.50bc 12,63bcd 
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Gürer et al. (2001) yaptıkları çalışmada doğada fidanlara inokule edilen hipovirülent 

strainlerin virülent strainlere göre daha küçük ve iyileşmeye başlayan kanserler 

oluşturduğunu bildirmişlerdir. Çeliker (2000) virülent izolatları aşıladıktan bir hafta 

sonra hipovirülent izolatları gelişmekte olan kanserlerin alt ve üstlerine aşılamışlar ve 

değişik zamanlarda kanser alanlarını ölçmüşlerdir. İki ay sonra virülent izolatın kanserli 

alanı artmasına rağmen, virülent+hipovirülent izolat verilen fidanlarda kanserli alanda 

çok az bir gelişme olduğunu, kallus oluşumu ile alanın giderek küçüldüğünü ifade 

etmişlerdir. Çeliker (2000) hipovirülent izolatlarını sadece bir virülent izolatla test 

etmişler ve etkin bulmuşlardır. Halbuki çalışmamızda hipovirülent izolatların farklı 

virülent izolatlara karşı farklı derecelerde etkili olduğu saptanmıştır. Bu nedenle etkili 

hipovirülent izolatların belirlenmesi için birden fazla virülent izolata karşı test 

edilmeleri gerekmektedir. Diğer yandan Gürer et al. (2001)  böyle bir etkinlik çalışması 

yapmamışlar sadece hipovirülent izolatların oluşturduğu kanserlerin gelişimini 

incelemişlerdir. Doğada bu hastalığa karşı biyolojik savaş için öncelikle hipovirülent 

izolatların bir bölgedeki virülent izolatlara karşı etkinliğinin belirlenmesi 

gerekmektedir.  
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4.4.3 Antagonistlerin elde edilmesi 
 
 

Antagonist Trichoderma ve Penicillium izolatları C. parasitica için kabuktan yapılan 

izolasyonlar sırasında fungusun gelişmesini sınırlayan izolatlar arasından seçilmiştir 

(Şekil 4.10). C. parasitica’ nın izolasyonu sırasında bazı petri kaplarında Trichoderma 

türlerinin geliştiği bildirilmiş (Robbins 1997), ancak bugüne kadar bu fungusların                   

C. parasitica’ ya etkinliği araştırılmamıştır.  

 

 

 

 

Şekil 4.10 C. parasitica izolasyonu sırasında gelişen Penicillium ve Trichoderma 
kolonileri 

 

 

Bacillus izolatları kanserlerden, sağlıklı olduğu düşünülen kestane dallarından Materyal 

ve Yöntem bölümünde verilen yöntemle izole edilmeye çalışılmış fakat herhangi bir 

bakteriyel gelişme elde edilememiştir.  Bunun üzerine Düzce, Sinop ve Giresun’dan 

alınan kestane ormanı toprağından ve kesik dal inokulasyonu sırasında dallarda gelişen 

bakteriyel gelişmelerden Bacillus izolatları sağlanmıştır (Şekil 4.11). Elde edilen 

antagonistler ve alındıkları yerler Çizelge 4.10’ da sunulmuştur.  

 

 

 

 

 



 59

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.11 Giresun yöresinden alınan toprak örneklerinden yapılan çizimler sonucu   
gelişen Bacillus kolonileri 

 

 

Çizelge 4.10 Antagonist izolatlar ve elde edildiği alanlar  

 

Antagonist 

izolatları 

İzolatın elde edildiği yer Elde edilen 

izolat sayısı 

Kullanılan izolatlar  

Penicillium spp Bartın, Düzce, Kastamonu, 

Sinop, Zonguldak 

15 Kp–3, K–26, S–4,  

S–15 

Trichoderma 

spp 

Bartın, Düzce, Kastamonu, 

Sinop, Giresun 

8 B–28, D–2, G-d, 

K–35, S–25 

Bacillus spp. Giresun (topraktan izolasyon), 

Düzce (topraktan izolasyon), 

Sinop (topraktan izolasyon), 

Giresun (dallardan) 

5 B-d, B-s       

B-b, B-z  

 

 

Wilhelm et al.  (1998) Avusturya’da kestane ksilem öz suyundan elde ettikleri 177 

bakteri straininin in vitro koşullarda C. parasitica’ ya antagonist etkilerini araştırmıştır. 

Başka bir çalışmada, ABD’ de bitki örtüsü ile kaplı olmayan kestaneliklerde 
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kabuklardan elde edilen Bacillus megatarium’ izolatlarının invitro’da  C. parasitica’ ya 

etkilerini araştırmışlardır (Groome et al. 2001).  

 

4.4.4 Antagonist izolatların etkinliğinin fidanlarda belirlenmesi  

 

Antagonistilerin etkinliği;  Materyal ve Yöntem bölümünde verildiği gibi kestane fidanı 

gövdelerinde açılan deliklere PDAmb ortamında geliştirilen virülent izolat K–19 ile 

birlikte Çizelge 4.10’ da verilen antagonist izolatlar kullanılarak uygulanmıştır.  Bu 

uygulamada,  Wilhelm et al.  (1998)’ ın bakterileri patojen uygulamasından 2 hafta önce 

uygulama yöntemi benimsenmemiştir. Çünkü bu uygulama şeklinin kullanılması, 

ülkemizde Kestane kanserinin hemen hemen her yerde bulunması nedeniyle pratik 

değildir.  İzolatlar fidanlara aşılandıktan 28 gün sonra lezyon boyları ölçülmeye 

başlanmıştır. 28. günden sonra 15 gün aralıklarla lezyon boyları 58 gün boyunca 

değerlendirilmiştir (Ek 3). 

 

 

Antagonist etkinlikleri iki periyotta yürütülmüştür. İlk periyotta inokulasyondan 28 gün 

sonra en etkili görülen T–25 izolatı daha sonraki sayımlarda etkinliğini kaybetmiştir 

(Çizelge 4.11 ve 4.12). Bu dönemde ele alınan Bacillus ve Penicillium türleri 

başlangıçta biraz etkili olurken son dönemlerde hiç etkili olmamıştır.  

 
 
Birinci dönem antagonist çalışmalarında, T–25 izolatı inokulasyondan 28 gün sonra 

nekroz boylarını % 41 azaltırken, 58 gün sonra bu etki % 1,4’ e düşmüştür  (Çizelge 

4.11 ve 4.12, Ek 3). Hatta bazı antagonistler kontrolden daha büyük nekroz oluşumuna 

yol açmışlardır.   

 

Bugüne kadar kestane kanserine karşı kullanılan biyolojik etkenler çok sınırlıdır. 

Wilhelm et al.  (1998) Avusturya’da bir Bacillus subtilis straininin invitroda kestane 

fidanı dallarına patojen inokulasyonundan iki hafta önce verilmesi durumunda dalları 
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hastalıktan tamamen koruduğunu saptamışlardır. Başka bir çalışmada, A.B.D’ de bitki 

örtüsü ile kaplı olmayan kestaneliklerde kabuklardan elde edilen Bacillus megatarium’ 

izolatlarının invitro’da C. parasitica miselyal gelişmesini engellediğini, kestane 

ağaçlarına uygulanan bakterilerin uygulamadan 11 ay sonra kabuklardan 3 izolatın 

sırasıyla % 44, % 24 ve % 26’sının ortamlarda tekrar izole edilebildiğini saptamışlardır. 

Araştırıcılar bu bakteri popülâsyonunun ağaçlarda canlılığını sürdürmesi ve in vitro’da 

patojene etkili olması nedeniyle hastalığı baskıda tutabileceğini ileri sürmüşlerdir 

(Groome et al. 2001).  

 

Çizelge 4.11 Farklı antagonist uygulamaları sonucunda C. parasitica’ nın değişik 
zamanlarda kestane fidanlarında oluşturduğu lezyon boyları (1. deneme 
sonuçları ) 

 

Değişik zamanlardaki lezyon boyları (cm)* 

Uygulamalar  28. gün 43. gün 58.gün 

K-19 + T-25 1,85a 3,02a 3,29a 

K-19 + T-35 2,90ab 3,83ab 3,25a 

K-19 + T-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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Çizelge 4.12 Farklı antagonist uygulamalarının C. parasitica’ ya değişik zaman 
aralıklarındaki etkinlikleri (%) (1.deneme sonuçları) 

 

Uygulamalar  % Etki 
28.gün 43. gün 58. gün 

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 + P–4 15.09 ab -21.55b 
 

-35.92 bcd 
 

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 abcd 
 

 

 

İkinci dönem çalışmalarında T–2 izolatının her sayımda artan bir etkiye sahip olduğu ve 

bu denemenin sonucunda etkisinin % 68’ e ulaştığı görülmüştür (Çizelge 4.13 ve 4.14, 

Ek 4, Şekil 4.12). Diğer bir Trichoderma izolatı olan T-d yine zamanla artan bir etki 

göstermiş fakat 58. gündeki etkisi % 30’ da kalmıştır. Trichoderma izolatlarının 

Kestane Kanserine etkinliği konusunda bugüne kadar herhangi bir çalışmaya 

rastlanmamıştır. T–2 izolatının etkinliği küçümsenecek bir etkinlik değildir. 
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Şekil 4.12 Fidanlara aşılanan C. parasitica’nın K–19 virülent izolatı ile T–2 nolu 
Trichoderma izolatının 58. günde oluşturduğu nekroz alanı  

 

 

Denenen Penicillium türlerinden birisi (P–3), zamanla değişen oranlarda bir etkinlik 

sağlamış ve son dönemde bu etki % 30 olmuştur. Diğer Penicillium izolatı (P–26) 

başlangıçta biraz etkili olmuş fakat son dönemde etkisi % 2’ ye düşmüştür.   

 

 

İkinci dönemde ele alınan ve kesik dal inokulasyonu sırasında gelişmelerden elde edilen 

Bacillus’ lar oldukça tatminkâr sonuçlar vermişlerdir. Bunlardan B-z izolatının etkisi 

son dönemde % 41’e yakın olmuştur.  Bacillus türlerinin canlı dokulardaki etkisinin bu 

şekilde araştırıldığına dair fazla çalışma yoktur. Wilhelm et al. (1998) ksılem öz 

suyundan elde edilen 12 izolatın çok hafif engellemeden tamemen engellemeye kadar 

değişen etkiler gösterdiği ve en etkili izolatın Bacillus subtilis’in L–25 nolu izolatı 

olduğunu söylemişlerdir. Araştırıcılar Bacillus’ u inokulasyondan 3 gün önce dallara 

uyguladıklarında önemli bir önleyici etki (% 71) saptarken aynı anda verildiğinde 

önemli bir etki elde edememişlerdir. Bizim etkili Bacillus izolatımız patojenle aynı anda 

verildiğinde % 40 civarında bir önleyici etki göstermiştir. Bu izolatımızın patojenden 

önce kullanılması ile daha yüksek bir etki sağlanabilir. Ancak doğal ormanlarda bu 

koşulu yaratmak mümkün değildir.  
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Çizelge 4.13 Farklı antagonist uygulamaları sonucunda C. parasitica’ nın değişik 
zamanlarda kestane fidanlarında oluşturduğu lezyon boyları (2. deneme 
sonuçları) 

 

Değişik zamanlardaki lezyon boyları (cm)* 

Uygulamalar  28. gün 43.gün   58.gün 

Lezyon boyları Lezyon boyları Lezyon boyları 

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 5,56c 

K–19 +P–3 2,11abc 3,68b 5,13c 

K–19+ B-z 1,85ab 2,94b 3,40b 

K–19+ B-b 1,97abc 3,49b 3,95b 

K–19 2,49c 3,95b 5,76c 

 

 

Çizelge 4.14 Farklı antagonist uygulamalarının C. parasitica’ ya değişik zaman 
aralıklarındaki etkinlikleri (%) (2. deneme sonuçları) 

 

Uygulamalar  % Etki 

28. gün 43. gün 58. gün 

K–19+ B-b  20.88 abc 
 

11.64 b 
 

31.42 b 

K–19+ B-z  25.70 ab 
 

25.56 b 
 

40.97 b 

K–19 +P–3  15.26 abc 
 

6.83 b 
 

30.38 c 

K–19+ P–26  23.29 abc 
 

8.35 b 
 

2.25 c 

K–19+T-d  7.22 bc 
 

13.41 b 
 

30.55 b 

K–19+ T-2  36.14 a 
 

58.98 a 
 

68.22a 
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4.4.5 Antagonistlerle hipovirülent izolatların etkinliklerinin karşılaştırılması 

 

Hipovirülent ve antagonist izolatların fidanlarda meydana getirdiği nekroz alanları 

karşılaştırılması 2. etkinlik çalışmalarında etkili bulunan izolatlar arasında yapılmıştır. 

28. gün değerlendirmesinde K–19 virülent izolata karşı Z–1 nolu hipovirülent izolatın 

önleyici etkisi ile T–2 nolu Trichoderma ve B-b nolu Bacillus izolatının aynı gruba 

girdiği görülmüştür.  43 ve 58. gün ölçümleri sonucunda da T–2 nolu Trichoderma 

izolatı Z–1 hipovirülentle aynı gruba girmiştir (Çizelge 4.15).  

 

 

Çizelge 4.15 Fidanlarda antagonist ve hipovirülent izolatların etkinliğinin değişik 
zamanlardaki lezyon boylarının karşılaştırılması  

 

Değişik zamanlardaki lezyon boyları (cm)* 

28. gün  43. gün 58. gün 

Uygulamalar Lezyon 
boyları 

Uygulamalar  Lezyon 
boyları 

Uygulamalar  Lezyon 
boyları 

K–19+ Z–1 1.52a K–19+ T–2 1.61a K–19+ T–2 1.83a 

K–19+ T–2 1.59a K–19+Z–1 1.70ab K–19+Z–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 2.56c K–19+ B-z 3.95c 

K–19+ B-b 1.97abc K–19+ Ba–6 2.65c K–19+T-d 4.00c 

K–19 +P–3 2.11abc K–19 +P–3 3.02cd K–19 +P–3 4.01c 

K–19+T-d 2.31bcd K–19 3.10cd K–19+ K–49 5.34d 

K–19 2.49cd K–19+ K–49 3.56d K–19+ P–26 5.63d 

K–19+ K–49 2.78d K–19+ P–26 3.58d K–19 5.76d 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER  

 

Ülkemiz kestane ağaçlarının geleceğini tehdit eden C. parasitica’ nın neden olduğu Dal 

kanseri hastalığına karşı uygulanabilecek biyolojik mücadele önlemlerinin ele alındığı 

bu çalışma Karadeniz bölgesinde kestanenin en yoğun olduğu 11 ilde yürütülmüştür. Bu 

illerde patojenin hipovirülent strainlerini, antagonist fungus ve Bacillus izolatlarını elde 

etmek için örneklemeler yapılmıştır. Bu hastalığın tüm Karadeniz bölgesinde bulunduğu 

saptanmıştır. Bazı illerde hastalık tüm alanda kuruma ve ölümlere yol açarken bazı 

alanlarda da kanserlerde iyileşmeler gözlemlenmiştir.  Tüm bölgeden 294 izolat elde 

edilmiş olup, 25’ünün kültürel özelliklerine göre hipovirülent olduğu saptanmıştır. Daha 

sonra tüm izolatlar Bavendamm testine tabi tutulmuştur. Bavendamm testine göre 

izolatların 220’ i virülent, 42’ si ara karakterde (hipovirülent veya virülent), 32’ si 

hipovirülent özellik göstermiştir. Bu, 42 izolatın bazılarının da hipovirülent olma 

olasılığı vardır. Ayrıca kültürel özelliklerine göre hipovirülent olan izolatlardan iki 

tanesi bu testte virülent olarak değerlendirilmiştir. Kültürel özellikleri önceleri 

hipovirülent olarak değerlendirilen bazı izolatların ise zamanla turuncu renkte gelişim 

gösterdiği gözlemlenmiştir. Bu da kültürel özelliklerin de hipovirülentliği belirlemede 

tek başına yeterli olmadığını ortaya koymaktadır.  Hipovirülentliği belirlemede en 

güvenilir yöntem, dsRNA’nın varlığının ortaya konmasıdır. DsRNA’nın varlığı 

fungusun virülensini azaltmakta, buna bağlı olarak laccase enzim aktivitesi azalmakta, 

bunun ölçümüne yardımcı olan Bavendamm testinde renk oluşmamakta ve kültürde 

açık renkli koloni oluşumu sağlanmaktadır.  Ancak bazı izolatların bazen beyaz, bazen 

turuncu renkte koloni gelişimi göstermelerinin, virüsün fungus içindeki çoğalmasına 

bağlı olabileceği düşünülmektedir. Fungus kadar virüsün çoğalmasını engelleyen 

koşullar (ultraviyole ışık, cycloheximide’e maruz kalma gibi) yukarıdaki değişimi 

engellemektedir. Bu çalışmada Kastamonu, Sinop, Zonguldak, Bartın, Rize, Trabzon 

illerinden hipovirülent izolatlar elde edilmiştir. Yaptığımız başka bir çalışmada bu 

izolatların dsRNA içerdiği saptanmıştır.  
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Elde edilen izolatların hepsi elmada ve bir kısmı ise kesik kestane dalında patojenite 

testine tabi tutulmuştur. Bu çalışma sonuçlarının istatistik analizi lezyon alanlarında çok 

farklılık olduğunu ortaya koymaktadır. Elma testi ve kesik kestane dal testi uyumsuzluk 

göstermiştir. Kültürel özelliklerine göre hipovirülent görünen bazı izolatların Elma 

testinde büyük nekrozlar oluşturduğu görülmüştür.  Çalışmada bu iki yöntemin de 

denenmesine karşılık elde edilen sonuçlar bu yöntemlerin sağlıklı sonuç vermediğini 

göstermiştir. Bu nedenle virülensliğin belirlenmesinde en güvenilir yöntemin canlı 

dokularda yani ağaç yada 3–4 yaşında fidanlarda yapılmasının olacağı görülmüştür.  

 

 

Bir hipovirülent izolatın dsRNA içermesi kadar bunu hifsel anastomosisle virülent 

straine de geçirip virülent straini hipovirülent hale dönüştürmesi ve vejeatif uyum 

gruplarının da aynı olması hipovirülensliğin yayılması için çok önemlidir. Bu nedenle 

de 294 izolatın uyum grupları tespit edilmiş ve izolatların büyük bir çoğunluğunun Eu-1 

ve Eu-12 uyum gruplarına girdiği bulunmuştur. İzolatların çoğunluğunun iki uyum 

grubunda olması, farklı gruplara çok nadir rastlanması ve hipovirülent izolatların da bu 

yaygın uyum gruplarına dahil olması Karadeniz bölgesinde bu hastalığa karşı başarılı 

bir biyolojik mücadele çalışmasının yürütülebileceğini göstermektedir. Bu çalışma ile 

çeşitli bölgelerden elde edilen hipovirülent izolatların kestane alanlarında biyolojik 

mücadele çalışmalarında başarılı olabileceği düşünülmektedir.  

 

 

Çalışmada C. parasitica ile biyolojik mücadelede antagonist Trichoderma,  Penicillium 

ve Bacillus’ların etkinliği araştırılmıştır. Yapılan izolasyonlar esnasında sıklıkla 

rastlanan ve kültürde fungusun gelişimini sınırlayan Trichoderma ve Penicillium’ lar 

ayrılmış ve kestane fidanlarında etkinliğine bakılmıştır. Denemeler Trichoderma spp.’ 

lerin Penicillium spp.’ lere göre daha umut verici olduğunu göstermiştir. Ayrıca bazı 

Trichoderma sp.’nin hipovirülent olan izolatlara yakın etkinlik gösterdiği saptanmıştır. 

Kestane dal ve topraklarından elde edilen Bacillus‘ ların ise bazılarının kanser alanlarını 

sınırlarken bazılarının ise tersi bir etki ettiği görülmüştür. Bu araştırma sonunda kestane 

kanserine karşı uyum nedeniyle kullanımı sınırlı olan hipovirülent izolatlar gibi 

sınırlayıcı bir etkisi olmayan ve doğada daha çabuk yayılabileceğini düşündüğümüz bu 
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antagonistlerin başarı oranlarının çok düşük olmadığı görülmüştür. Bu nedenle bu konu 

üzerinde durulmalı ve bu antagonist funguslar ile C. parasitica arasındaki ilişki 

incelenmelidir.  Yüksek derecede etkin bulduğumuz T–2 nolu Trichoderma izolatının 

doğada etkinliğinin belirlenmesi planlanmaktadır. Özellikle hipovirülent izolatlarla 

birlikte verildiğinde Trichoderma sp.’ nin daha başarılı olacağı düşünülmektedir. 
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Ek 1 C. parasitica izolatlarının toplandığı iller, numaraları ve elma-kesik dal testi 
lezyon alanları, fenol oksidaz testi sonuçları ve Avrupa uyum grupları 

 

İller   İzolat 
no 

Elma testi lezyon alanları 
(cm²) 

Kesik 
dal 
lezyon 
alanları 
(cm²) 

Avupa 
uyum 
grupları 

Fenol oksidaz testi 
sonuçları 
Yok Orta  Kuvvetli 

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 

Bartın  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 3.93abcd  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 abcdef 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 izolatlarının toplandığı iller, numaraları ve elma-kesik dal testi 
lezyon alanları, fenol oksidaz testi sonuçları ve Avrupa uyum grupları (devamı) 

 

İller   İzolat 
no 

Elma testi lezyon alanları 
(cm²) 

Kesik 
dal 
lezyon 
alanları 
(cm²) 

Avupa 
uyum 
grupları 

Fenol oksidaz testi 
sonuçları 
Yok Orta  Kuvvetli 

 B–20 5.97cdefghi 0.0 Eu-1   X 

 B–11 5.99cdefghi  Eu-1   X 

 B–4 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 9.20i 0.0 Eu-1   X 

 Ba–6 9.24i 0.0 Eu-1 X   

Düzce  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 izolatlarının toplandığı iller, numaraları ve elma-kesik dal testi 
lezyon alanları, fenol oksidaz testi sonuçları ve Avrupa uyum grupları (devamı) 

 

İller   İzolat 
no 

Elma testi lezyon alanları 
(cm²) 

Kesik 
dal 
lezyon 
alanları 
(cm²) 

Avupa 
uyum 
grupları 

Fenol oksidaz testi 

sonuçları 

 

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 bcdefg 0.0 Eu-1   X 

 G-36 5.11 cdefgh  Eu-1   X 

 Gd-1 5.17 cdefghı  Eu-1   X 

 G-27 5.23 cdefghıj  Eu-1   X 

 G-31 5.55 cdefghıj  Eu-1   X 

 Gm-16 5.58 cdefghıj  Eu-1   X 

 G-4 5.78 cdefghıj  Eu-1   X 

 G-21 5.78 cdefghıj  Eu-1   X 

 G-25 5.85 cdefghıj  Eu-1   X 

 G-34 6.38 defghıj  Eu-1   X 

 G-11 6.44 defghıj  Eu-1  X  

 G-17 6.79 efghıj  Eu-1  X  

 G-10 6.79 efghıj  Eu-1   X 

 G-18 7.22 fghıj  Eu-1   X 

 G-5 7.31 fghıj  Eu-1   X 

 G-20 7.43 fghıj  Eu-1   X 

 G-15 7.72 ghıj  Eu-1   X 

 G-30 7.98 ghıj  Eu-1   X 

 G-34 8.24ıj  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 izolatlarının toplandığı iller, numaraları ve elma-kesik dal testi 
lezyon alanları, fenol oksidaz testi sonuçları ve Avrupa uyum grupları (devamı) 

 

İller   İzolat 
no 

Elma testi lezyon alanları 
(cm²) 

Kesik 
dal 
lezyon 
alanları
(cm²) 

Avrupa 
uyum 
grupları 

Fenol oksidaz testi 

sonuçları 

 

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 3.95abcdefghı  Eu-1   X 

 K-17 4.10abcdefghıj 2.40 Eu-1 X   

 K-32 4.38abcdefghıjk  Eu-1   X 

 K-8 4.54abcdefghıjkl 0.3 Eu-1   X 

 Kc-13 4.68 bcdefghıjkl  Eu-1 X   

 K-46 4.86 bcdefghıjkl 2.47 Eu-14  X  

 K-24 4.89 bcdefghıjkl 0.0 Eu-1   X 

 K-25 4.91 bcdefghıjkl  Eu-1   X 
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Ek 1 C. parasitica izolatlarının toplandığı iller, numaraları ve elma-kesik dal testi 
lezyon alanları, fenol oksidaz testi sonuçları ve Avrupa uyum grupları (devamı) 

 

İller   İzolat 
no 

Elma testi lezyon alanları 
(cm²) 

Kesik 
dal 
lezyon 
alanları 
(cm²) 

Avupa 
uyum 
grupları 

Fenol oksidaz testi 

sonuçları 

 

Yok Orta  Kuvvetli 

 Kc-15 4.93bcdefghıjklm  Eu-1   X 

 K-34 4.94bcdefghıjklm  Eu-1   X 

 K-18 5.01bcdefghıjklm  Eu-12   X 

 Ki-18 5.03bcdefghıjklm  Eu-1   X 

 Ki-33 5.12bcdefghıjklmn  Eu-1   X 

 K-40 5.29bcdefghıjklmn  Eu-1   X 

 Kc-7 5.69bcdefghıjklmn  Eu-1   X 

 K-37 5.88 defghıjklmn  Eu-1   X 

 Kc-2 5.93defghıjklmn  Eu-1   X 

 Kc-11 5.95defghıjklmn  Eu-1 X   

 K-16 6.00 efghıjklmn  Eu-1   X 

 Kc-16 6.01 efghıjklmn  Eu-1   X 

 K-62 6.05 efghıjklmn  Eu-1   X 

 Kc-20 6.22 fghıjklmn  Eu-14  X  

 K-59 6.28ghıjklmn 0.0 Eu-1  X  

 K-52 6.32ghıjklmn 0.0 Eu-1 X   

 K-35 6.38 ghıjklmn  Eu-1   X 

 K-10 6.39 ghıjklmn  Eu-1 X   

 K-41 6.42 ghıjklmn  Eu-1   X 

 K-12 6.71hıjklmn 0.0 Eu-1   X 

 Kc-24 6.76 hıjklmn 0.82 Eu-1 X   

 K-4 6.97 ıjklmn 0.0 Eu-1   X 

 K-20 7.06 ıjklmn 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 7.56lmn  Eu-1   X 
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Ek 1 C. parasitica izolatlarının toplandığı iller, numaraları ve elma-kesik dal testi 
lezyon alanları, fenol oksidaz testi sonuçları ve Avrupa uyum grupları (devamı) 

 
 
İller   İzolat 

no 
Elma testi lezyon alanları 
(cm²) 

Kesik 
dal 
lezyon 
alanları 
(cm²) 

Avrupa 
uyum 
grupları 

Fenol oksidaz testi 

sonuçları 

 

Yok Orta  Kuvvetli 

 K-45 7.99mn 3.96 Eu-1   X 

 Kc-17 8.10n  Eu-1   X 

 K-44 10.96o 1.62 Eu-1   X 

Ordu  O-5 3.60a  Eu-1   X 

 O-23 3.85ab  Eu-1   X 

 O-22 5.27abc  Eu-1   X 

 O-7 5.51abc  Eu-1   X 

 Of-1 5.75abc  Eu-1   X 

 O-2 6.07abc  Eu-1   X 

 O-11 6.33abcd 0.0 Eu-1   X 

 O-6 6.77abcd 0.0 Eu-1   X 

 O-14 7.17abcd  Eu-1   X 

 O-9 7.20abcd  Eu-1   X 

 O-25 7.35bcd  Eu-1   X 

 O-18 7.63cd  Eu-1   X 

 O-20 7.71cd  Eu-1   X 

 O-21 7.79cd 4.03 Eu-1   X 

 O-12 8.76cd 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  

 Rç-2 3.89abc  Eu-1   X 

 Rç-16 4.37abc  Eu-1   X 

 Rç-18 4.46abc  Eu-1   X 

 Ra-24 4.50abc  Eu-1   X 
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Ek 1 C. parasitica izolatlarının toplandığı iller, numaraları ve elma-kesik dal testi 
lezyon alanları, fenol oksidaz testi sonuçları ve Avrupa uyum grupları (devamı) 

 

İller   İzolat 
no 

Elma testi lezyon alanları 
(cm²) 

Kesik 
dal 
lezyon 
alanları 
(cm²) 

Avrupa 
uyum 
grupları 

Fenol oksidaz testi 

sonuçları 

 

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 

 Rç-19 5.68cd  Eu-1   X 

 R-9 7.04d  Eu-1   X 

Samsun  Sa–9 2.87 a  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 2.43 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 4.92abcdefghı  Eu-1   X 

 Si–48 5.01 abcdefghı  Eu-1   X 

 
 
 



 80

Ek 1 C. parasitica izolatlarının toplandığı iller, numaraları ve elma-kesik dal testi 
lezyon alanları, fenol oksidaz testi sonuçları ve Avrupa uyum grupları (devamı) 

 

İller   İzolat 
no 

Elma testi lezyon alanları 
(cm²) 

Kesik 
dal 
lezyon 
alanları 
(cm²) 

Avrupa 
uyum 
grupları 

Fenol oksidaz testi 

sonuçları 

 

Yok Orta  Kuvvetli 

 Si–69 5.13abcdefghı  Eu-1   X 

 Si–65 5.30 abcdefghı  Eu-1   X 

 Si-29 5.32abcdefghı  Eu-1   X 

 Si–51 5.44 abcdefghıj  Eu-1  X  

 S-24 5.47abcdefghıjk  Eu-1   X 

 Si–36 5.48abcdefghıjk  Eu-1   X 

 Si–23 5.49abcdefghıjk  Eu-1   X 

 Si–75 5.56 abcdefgıjkl  Eu-12   X 

 Si–13 5.66 abcdefghıjkl   Eu-1   X 

 Si–16 5.73 bcdefghıjklm  Eu-1   X 

 Si–37 5.75bcdefghıjklmn  Eu-1   X 

 Si–7 5.77bcdefghıjklmn  Eu-1   X 

 Si–57 6.11bcdefghıjklmno  Eu-1   X 

 Si–66 6.28bcdefghıjklmnop  Eu-1   X 

 Si–17 6.40bcdefghıjklmnop  Eu-1   X 

 Si–30 6.45bcdefghıjklmnop  Eu-1   X 

 Si–2 6.47bcdefghıjklmnop  Eu-1   X 

 Si–9 6.59bcdefghıjklmnop  Eu-1   X 

 Si–33 6.59bcdefghıjklmnop  Eu-1   X 

 Si–11 6.62bcdefghıjklmnop  Eu-1   X 

 S–36 6.65bcdefghıjklmnop 3.53 Eu-1  X  

 Si–40 6.65bcdefghıjklmnop  Eu-1   X 

 Si–10 6.77bcdefghıjklmnop  Eu-1   X 

 Si-3 6.78bcdefghıjklmnop  Eu-1  X  

 Si–41 6.82bcdefghıjklmnop  Eu-1   X 

 Si–46 6.86bcdefghıjklmnopr  Eu-1   X 

 Si–54 6.89bcdefghıjklmnopr  Eu-1   X 

 Si–64 6.92bcdefghıjklmnopr  Eu-1   X 

 Si–44 6.92bcdefghıjklmnopr  Eu-1   X 
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Ek 1 C. parasitica izolatlarının toplandığı iller, numaraları ve elma-kesik dal testi 
lezyon alanları, fenol oksidaz testi sonuçları ve Avrupa uyum grupları (devamı) 

 

İller   İzolat 
no 

Elma testi lezyon alanları 
(cm²) 

Kesik 
dal 
lezyon 
alanlar 
(cm²) 

Avrupa 
uyum 
grupları 

Fenol oksidaz testi 

sonuçları 

 

Yok Orta  Kuvvetli 

 Si–55 6.94bcdefghıjklmnopr  Eu-1   X 

 Si–56 7.03bcdefghıjklmnopr  Eu-1   X 

 Si–38 7.16cdefghıjklmnopr  Eu-1  X  

 Si–50 7.17cdefghıjklmnopr  Eu-1 X   

 Si–67 7.22cdefghıjklmnopr  Eu-1   X 

 S–37 7.22cdefghıjklmnopr 3.0 Eu-1 X   

 Si–5 7.24cdefghıjklmnopr  Eu-1   X 

 S–30 7.24cdefghıjklmnopr  Eu-12   X 

 Si–18 7.34cdefghıjklmnopr  Eu-1   X 

 S–26 7.45cdefghıjklmnopr  Eu-1   X 

 Si–72 7.51cdefghıjklmnopr  Eu-1   X 

 Si–4 7.65cdefghıjklmnopr  Eu-1   X 

 Si-42 7.70cdefghıjklmnopr  Eu-1 X   

 Si–34 7.70cdefghıjklmnopr  Eu-1  X  

 Si–61 7.71cdefghıjklmnopr  Eu-1   X 

 Si–68 7.75cdefghıjklmnopr  Eu-1  X  

 Si–24 7.77cdefghıjklmnopr  Eu-12   X 

 S–34 7.94cdefghıjklmnopr  Eu-1   X 

 S–40 8.02defghıjklmnoprs  Eu-1   X 

 Si–8 8.14efghıjklmnoprs  Eu-12   X 

 Si–53 8.29 fghıjklmnoprs  Eu-1  X  

 Si–28 8.30 fghıjklmnoprs  Eu-1   X 

 Si–47 8.52 ghıjklmnoprs  Eu-1   X 

 S–48 8.76hıjklmnoprs  Eu-1   X 

 Si–52 8.87ıjklmnoprs  Eu-1   X 

 S–4 9.37 jklmnoprs 4.0 Eu-1   X 

 S–7 9.44klmnoprs  Eu-1 X   

 S–31 9.53 lmnoprs  Eu-1   X 
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Ek 1 C. parasitica izolatlarının toplandığı iller, numaraları ve elma-kesik dal testi 
lezyon alanları, fenol oksidaz testi sonuçları ve Avrupa uyum grupları (devamı) 

 

İller   İzolat 
no 

Elma testi lezyon alanları 
(cm²) 

Kesik 
dal 
lezyon 
alanları 
(cm²)  

Avrupa 
uyum 
grupları 

Fenol oksidaz testi 

sonuçları 

 

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 4.75abcd  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 izolatlarının toplandığı iller, numaraları ve elma-kesik dal testi 
lezyon alanları, fenol oksidaz testi sonuçları ve Avrupa uyum grupları (devamı) 

 

İller   İzolat 
no 

Elma testi lezyon alanları 
(cm²) 

Kesik 
dal 
lezyon 
alanları 
(cm²) 

Avrupa 
uyum 
grupları 

Fenol oksidaz testi 

sonuçları 

 

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   

 Z–4 2.81ab 0.0 Eu-1 X   

 Z–3 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   

 Z–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 hipovirülent izolatların etkinliği çalışmasında tespit edilen lezyon boyutları  
 

 
 
İzolat No 

 

1.değerlendirme 
21. gün 

 
2. değerlendirme  

28.gün 

 
3. değerlendirme  

35.gün 

 
4.değerlendirme 

 43.gün 

 
5. değerlendirme  

50.gün 
Tekerrür 
No 

Lezyon boyu 
(cm) 

Tekerrür 
No 

Lezyon boyu 
(cm) 

Tekerrür 
No 

Lezyon boyu 
(cm) 

Tekerrür 
No 

Lezyon boyu 
(cm) 

Tekerrür 
No 

Lezyon boyu 
(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 
K–44 1 2.6 1 2.6 1 2.1 1 3.6 1 4 
K–44 2 2 2 2.2 2 2.1 2 3.3 2 4 
K–44 3 2.7 3 2.8 3 2.9 3 3.7 3 4.1 
K–44 4 1.7 4 2.6 4 2.9 4 2.7 4 4.1 
Z–1 1 1.5 1 1.8 1 1.7 1 1.8 1 3 
Z–1 2 1.6 2 2.7 2 2.7 2 3 2 3.2 
Z–1 3 1.7 3 2 3 1.9 3 1.9 3 3.9 
Z–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 
K–49 1 3.6 1 1.4 1 1.6 1 2.4 1 3.6 
K–49 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+Z–1 1 1.5 1 1.7 1 1.1 1 2.2 1 2.7 
K–19+Z–1 2 1.5 2 1.5 2 1.7 2 2.5 2 3 
K–19+Z–1 3 1.8 3 1.9 3 1.7 3 1.1 3 3.3 
K–19+Z–1 4 1 4 1.2 4 2 4 2.5 4 1.5 
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Ek 2 Hipovirülentlerin etkinliği çalışmasında elde edilen izolatların lezyon boyutları  (devamı) 
 

 
 
İzolat No 

 

1.değerlendirme 
21. gün 

 
2. değerlendirme  

28.gün 

 
3. değerlendirme  

35.gün 

 
4.değerlendirme 

 43.gün 

 
5. değerlendirme  

50.gün 
Tekerrür 
No 

Lezyon boyu 
(cm) 

Tekerrür 
No 

Lezyon boyu 
(cm) 

Tekerrür 
No 

Lezyon boyu 
(cm) 

Tekerrür 
No 

Lezyon boyu 
(cm) 

Tekerrür 
No 

Lezyon boyu 
(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 3.4 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 3.4 3 5.6 
K–19+K–49 4 2.2 4 3.1 4 3.4 4 5 4 6.3 
K–44+Z–1 1 1.5 1 2 1 0.8 1 1.5 1 3 
K–44+Z–1 2 1.7 2 1.8 2 1.8 2 2.6 2 3 
K–44+Z–1 3 0.5 3 1.3 3 2.1 3 1.6 3 3.3 
K–44+Z–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 
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Ek 3 Antagonistlerin etkinliği çalışmasında elde edilen izolatların lezyon boyutları (1. 
deneme) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

İzolat no Tekerrür 1. değerlendirme 
28.gün 

2. değerlendirme 
 43.gün 

3. değerlendirme 
 58.gün 

Lezyon boyu Lezyon boyu Lezyon boyu 
K–19 1 3.1 3 3.5 
K–19 2 3 4 3.3 
K–19 3 2.9 3.4 2.7 
K–19 4 3.5 3.4 3.8 
T–25 1 2.5 3.6 3.5 
T–25 2 2.3 3.6 4 
T–25 3 2 2.8 3.5 
T–25 4 3.2 3.4 3.2 
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 3.2 
T–28  1 1.9 4.2 3.6 
T–28  2 1.5 3 3.5 
T–28  3 2 2.8 3.3 
T–28  4 1.9 2.9 3.1 
P–15 1 2.2 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 
P–4 1 2.1 3.7 4.5 
P–4 2 2.7 3.4 4.2 
P–4 3 2.5 4.2 4.7 
P–4 4 3 4.8 4.6 
B-d 1 2 2.9 3.3 
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 5.2 
B-s 3 4.5 2.2 3 
B-s 4 1.9 4.3 4.7 
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Ek 4 Antagonistlerin etkinliği çalışmasında elde edilen izolatların lezyon boyutları  

(2. deneme) 
 

 
 

İzolat no Tekerrür 1. değerlendirme 
28.gün 

2. değerlendirme 
43.gün 

3. değerlendirme 
58.gün 

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 3.4 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 3.7 3.5 
K–19+ T-d 4 2.4 3.7 4.5 
K–19+B-b 1 2.2 3.4 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 3.4 4 
K–19+ B-z 4 1.6 3.9 4 
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